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(57) Abstract 

A composition for transfecting higher eucaryotic cells with a complex of nucleic acid and a nucleic acid-affme substance is 
possibly conjugated with an internalization factor for such cells. The composition contains an endosomolytic agent that is a free 
or bound virus or virus component or a viral or non-viral peptide with endosomolytic properties. 

(57) Zusammenfassung 

Zusammensetzung fflr die Transfektion von hSheren eukaryotischen Zellen mit einem Kompiex aus NukleinsBure und 
Nukleinsaure-affiner Substanz, die gegebenenfalls mit einem Internalisierungsfaktor fiir diese Zellen konjugiert ist Die Zusam- 
mensetzung enthait ein endosomolytisches Mittel, das entweder ein freies oder ein gebundenes Virus oder eine Viruskomponente 
oder ein virales oder nicht-virales Peptid mit endosomolytischen Eigenschaften ist 
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Zusammensetzung fur das Einbringen von Nukleinsaure- 
Komplexen in h5here eukaryotische Zellen 

Die Erfindung bezieht sich auf das Einbringen von 
Nukleinsauren in hohere eukaryotische. Zellen. 

Bedarf an einem eff izienten System fur das Einfuhren 
von Nukleinsaure in lebende Zellen besteht vor allem im 
Rahmen der Gentherapie. Dabei werden Gene in Zellen 
eingeschleust, um in vivo die Synthese therapeutisch 
wirksamer Genprodukte zu erzielen, z.B. um im Falle 
eines genetischen Defekts das fehlende Gen zu ersetzen. 
Die "klassische" Gentherapie beruht auf dem Prinzip, 
durch eine einmalige Behandlung eine dauernde Heilung 
zu erzielen. Daneben besteht jedoch Bedarf an 
Behandlungsmethoden, bei denen die therapeutisch 
wirksame DNA (oder auch mRNA) wie ein Medikament 
( "Gentherapeutikum" ) je nach Bedarf einmalig Oder 
wiederholt verabreicht wird. Beispiele fur genetisch 
bedingte Erkrankungen, bei denen die Gentherapie einen 
erf olgversprechenden Ansatz darstellt, sind Hamophilie, 
beta-Thalass£mie und "Severe Combined Immune 
Deficiency" (SCID), ein Syndrom, das durch einen 
genetisch beding ten Mangel des Enzyms Adenosindeaminase 
hearvorgerufen wird. Anwendungsmoglichkeiten bestehen 
weiters bei der Immunregulation^ wobei durch 
Verabreichung funktioneller Nukleinsaure, die fur ein 
sekretiertes Protein-Antigen oder fur ein nicht- 
sezerniertes Protein- Antigen kodiert, mittels einer 
Impfung eine humorale oder intrazellulare ImmunitSt 
erzielt wird. Weitere Beispiele fur genetische Defekte, 
bei denen eine Verabreichung von Nukleinsaure, die fur 
das defekte Gen kodiert, z.B. in individuell auf den 

♦ 

Bedarf abgestimmter Form verabreicht werden kann, sind 
Muskeldystrophie ( Dystrophin-Gen ) , Cystische Fibrose 
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♦ 

die Behandlung, z.B. bei Auftreten von Nebenef fekten, 
nur mehr schwer riickgangig gemacht werden kann. 
AuBerdem ist es bei dieser Therapieform schwierig, 
einen geniigend hohen Titer zu erhalten, um geniigend 
Zellen zu inf izieren. 

♦ 

Nukleinsauren als therapeutisch wirksame Substanzen 
kommen auBerdem zur Anwendung, um bestimmte 
Zellfunktionen zu inhibieren, z.B. haben sich Antisense 
RNAs und -DNAs als wirksame Mittel fUr die selektive 
Inhibierung bestimmter Gensequenzen erwiesen. Ihre 
Wirkungsweise ermGglicht ihre Anwendung als 
Therapeutika zur Blockierung der Expression bestimmter 
Gene (wie deregulierter Onkogene Oder viraler Gene) in 
vivo. Es wurde bereits gezeigt, daB. kurze Antisense- 
Oligonukleotide in Zellen importiert werden und dort 
ihre inhibierende Wirkung ausuben k5nnen (Zamecnik 
et al., 1986), wenngleich ihre intrazellulare 
Konzentration, u.a. wegen ihrer beschrSnkten Aufnahme 
durch die Zellmembran auf Grund der stairken negativen 
Ladung der Nukleinsauren, gering ist, 

Ein weiterer Ansatz zur selektiven Inhibierung von 
Genen besteht in der Anwendung von Ribozymen. Auch hier 
besteht das Bedttrfnis, eine m6glichst hohe 
Konzentration von aktiven Ribozymen in der Zelle zu 
gewShrleisten, wofUr der Transport in die Zelle einer 
der limitierenden Faktoren ist. 

* 

Die Anwendung der Gentherapie zur Erzielung einer 
intrazellularen Immunitat umf aBt die Transduktion von 
Genen, die eine Schutzwirkung gegen Viren haben (sog. 
"protective genes"), z.B. transdominante Mutationen von 
Genen, die fttr virale Proteine kodieren, oder DNA- 
Molekttle, die far sog. "RNA decoys" kodieren. 
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SuBerst leistungsf Shigen Weg der Rezeptor-vermittelten 
Endozytose (Wu und Wu, 1987, Wagner et al., 1990, und 
EP-A1 0388 758). Dieser Ansatz bedient sich 
bifunktioneller molekularer Konjugate, die eine DNA- 
Bindungsdom£ne~ und eine Domane rait Spezif itat fur einen 
Zelloberfiachen-Rezeptor aufweisen (Wu und Wu, 1987, 
Wagner et al., 1990). Wenn die Erkennungsdomane vom 
Zelloberfiachen-Rezeptor erkannt wird, wird das 
Konjugat uber den Weg der Rezeptor-vermittelten 
Endozytose internalisiert, wobei die an das Konjugat 
. gebundene DNA mittransportiert wird. Mit Hilfe dieser 
Methode konnten Gentransf er-Raten erzielt werden, die 
den herk6mmlichen Methoden zumindest ebenbiirtig waren 
(Zenke et al., 1990). 

Es konnte gezeigt werden, daS mittels dieses Systems in 
die Zelle transportierte DNA exprimiert wird und daS im 
Falle der Verwendung inhibierend wirkender Nukleins&ure 
die inhibierende Wirkung durch das Transport system 
nicht beeintrSchtigt wird. . 

Die PCT-Anmeldung W091/17773 bezieht sich auf ein 
System fur den Transport von NukleinsSuren mit 
spezif ischer Wirkung fttr T-Zellen. Dieses System macht 
Gebrauch von Zelloberf lachenproteinen der T-Zell- 
Abstammungslinie, z.B. CD4, dem vom HIV- Virus benutzten 
Rezeptor. Die zu importierende Nukleins£ure wird mit 
einem Protein-Polykation- Konjugat komplexiert, dessen 
Proteinanteil ein Protein mit der FShigkeit ist, an das 
T-Zell-Oberflachenprotein, z.B. CD4, zu binden und 
Zellen, die dieses Oberf lachenprotein exprimieren, mit 
den erhaltenen Protein-Polykation/NukleinsSure- 
Komplexen in Beruhrung gebracht. Es konnte nachgewiesen 
werden, daB mit Hilfe dieses Systems in die Zelle 
transportierte DNA in der Zelle exprimiert wird. 
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eukaryotische Zellen Internalisierungsf aktor- 
Verbindungsf aktor/NukleinsSure-Komplexe benutzen. 

Von Wagner et al., 1991a, wurde eine Methode 
beschrieben, mit Hilfe derer die Ef fizienz von 
Systemen, bei denen die Aufnahme von Nukleinsfcuren 
mittels Internalisierungsf aktoren erfolgt, verbessert 
werden kann. Die Menge der in die Zelle auf genommenen 
NukleinsSure-Menge wird nicht verringert, wenn ein Teil 
der Transferrin-Polykation-Kon jugate durch nicht- 
kovalent gebundenes Polykation ersetzt wird; in 
bestimmten Fallen kann sogar eine betrSchtliche 
Steigerung der DNA-Aufnahme erreicht werden. 
Untersuchungen zum molekularen Zustand von Transferrin- 
Polykation-Plasmid-DNA-Komplexen, die mit als optimal 
ermittelten DNA/Konjugat-VerhSltnissen hergestellt 
worden waren, hatten ergeben, daB die Plasmid-DNA in 
Gegenwart der Kon jugate zu toroiden Strukturen (Shnlich 
"doughnuts") mit einem Durchmesser von ca. 80 - 100 nm 
verdichtet vorliegt . ) 

Die mit an T- Zellen bindenden Proteinen als 
Internalisierungsfaktor durchgef Uhrten Versuche 

♦ * 

brachten ahnliche Ergebnisse. 

Der Zusatz freier Nukleinsaure-af finer Substanz(en) 
bewirkt auch dann eine Steigerung der Ef fizienz des 
Importsystems , wenn eine andere NukleinsSure-af f ine 
Substanz als Verbindungsf aktor verwendet wird- 

Die von Wagner et al., 1991a, beschriebenen Komplexe, 
die mittels Internalisierungsfaktor uber Endozytose in 
h5here eukaryotische Zellen auf genommen werden, 
enthalten NukleinsSure, komplexiert mit einem 
Internalisierungsf aktor-Verbindungsf aktor-Kon j ugat . 
ZusStzlich enthalten die Komplexe eine oder mehrere 
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Effekt diirfte jedoch nicht bzw. nicht ausschlieBlich 
darauf zuruckzuf iihren sein, daB Chloroquin den pH-Wert 
in den Lysosomen erhbht; anhand verschiedener 
Experimente wurde festgestellt, daB andere Substanzen, 
die ebenso wie Chloroquin die Fahigkeit zur Modulation 
des pH-Werts aufweisen, wie Monensin, Ammoniumchlorid 
oder Methylamin, Chloroquin nicht ersetzen konnten, in 
verschiedenen Experimenten zeigten einige dieser 
Substanzen sogar eine inhibierende Wirkung. Weiters 
wurde festgestellt, daB verschiedene Zielzellen 
unterschiedliche Reaktionen auf dieselbe lysosomatrop 
wirkende Substanz zeigen. 

Da der Gentransfer auf physiologischem Weg, wie inn die 
Rezeptor-vermittelte Endozytose mittels Nukleinsaure- 
Komplexen darstellt, groBe Vorteile aufweist (nicht- 
toxischer Mechanismus des Durchtritts durch die 
Zellmembran; MOglichkeit der Verabreichung biologisch 
aktiver Nukleinsauren, wie Gene, Genabschnitte Oder 
Zellfunktionen spezifisch inhibierende Nukleinsauren, 
auf repetitiver oder kontinuierlicher Basis; 
Mbglichkeit des zellspezifischen Targeting; 
Herstellbarkeit der {Conjugate in groBen Mengen), 
besteht das Bedttrfnis, dieses System effizienter zu 
machen. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, 
den Import von Nukleinsaure in hohere eukaryotische 
Zellen zu verbessem. (Unter "Import" bzw. "Transfer" 
wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung auBer dem 
Eintritt der Nukleinsaure-Komplexe in die Zelle durch 
die Zellmembran auch die Lokalisierung der Komplexe 
bzw. der daraus freigesetzten Nukleinsaure innerhalb 
der Zelle bis zum Erreichen eines fur deren Expression 
geeigneten Ortes verstanden. ) Die hbheren 
eukaryotischen Zellen sind dem Fachmann gelaufig; Hefen 
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Virusproteine modif iziert, wodurch die Fusion der 
Virusmembran mit der Endosomenmembran gefSrdert wird. 
Viren, die mit Hilfe dieses Mechanismus in die Zelle 
eindringen, weisen bestimmte molekulare Besonderheiten 
auf , die es ihnen ermoglichen, die Endosomenmembran 
aufzubrechen, um sich Eintritt ins Zytoplasma. zu 
verschaffen. 

Andere Viren, z.B. die eine Hulle aufweisenden Viren 
Sendai, HIV und einige Moloney Leukamie-VirusstSmme, 
Oder die keine HUlle aufweisenden Viren SV40 und 
Polyoma ben6tigen f ur ihr Eindringen in die Zelle kein 
niedriges pH-Milieu, kGnnen entweder direkt an der 
Zelloberflache eine Fusion mit der Membran herbeifiihren 
(Sendai Virus, mfcglicherweise HIV) oder aber sie 
vermSgen Mechanismen auszulosen, um die Zellmembran 
aufzubrechen oder sie zu passieren. Es wird angenommen, 
daB auch die pH-Wert-unabhangigen Viren den Endozytose- 
Weg benutzen kbnnen (McClure et al., 1990). 

Bei der L6sung der gestellten Aufgabe wurde von der 
Uberlegung ausgegangen, den von bestimmten Viren bei 
dereri Eindringen in eukaryotische Zellen benutzten 
Mechnismus auszunutzen, um den Import von NukleinsSure- 
Komplexen in die Zelle zu verbessern und dadurch die 
Expression zu steigern. 

Es wurde bereits versucht, Proteine gemeinsam mit Viren 
in die Zelle zu internalisieren (Otero und Carrasco, 
1987). Dabei wurde festgestellt, daB die 
Permeabilisierung der Zelle durch das Virus fur das 
Einschleusen von Makromolekulen ausgenutzt wird. Bei 
den dabei ablaufenden Vorgangen diirfte es sich um 
Flussigphasen-Mechnismen handeln. 

Anharid des Epidermalen Wachstumsf aktors (Epidermal 

* • 

* « 
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^ MO n Z u werden und den Inhalt der 
Zellen aufgenommen zu wera Eint rltt in die 

_ , n de nen der Komplex nach Exnrrx^ 
Endosomomen xn denen ma freizuse tzen. 
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Die FShigkeit der endosomolytischen Mittel, in die zu 
transfizierenden Zellen aufgenommen zu werden und den 
Inhalt der Endosomomen, in denen sie nach Eintritt in 
die Zelle lokalisiert sind, ins Zytoplasma 
freizusetzen, wird im folgenden als "Aufnahmefunktion" 
bezeichnet. Diese Aufnahmefunktion setzt sich zusammen 
aus der FShigkeit, aktiv, uber Rezeptor-abhangige 
Endozytosemechanismen, Oder passiv, iiber die 
Flussigphase oder als Bestandteil des NukleinsSure- 
Komplexes, in die Zelle internal isiert zu werden, und 
der F&higkeit, Endosomen auf zubrechen, die im 
allgemeinen als "endosomolytische Aktivitat" Oder 
"Endosomolyse" bezeichnet wird. 

In einer Aus fUhrungs form der Erfindung ist das 
endosomolytische Mittel ein Virus. In einer anderen 
Ausfuhrungsform ist das endosomolytische Mittel eine 
Viruskomponente. Das Virus bzw. die Viruskomponente , 
die in diesen Ausftihrungsformen der Erfindung 
eingesetzt werden, werden im folgenden als M freie(s) 
Virus ( komponente ) " bezeichnet. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde die Wirkung 
einer zunehmenden Dosis an Adenoviren auf die 
Gentransfer-Kapazitat einer konstanten Menge 
Transferrin-Polylysin-Konjugat in HeLa- Zellen 
untersucht, wobei als Reportergen das Lucif erase-Gen 
verwendet wurde. Die durch das Adenovirus bewirkte 
Verstarkung des Genstransf ers erreichte ein Maximum bei 
1x10* Viruspartikeln pro Zelle, einer Zahl, die der 
ungefahren Anzahl von Adenovirus-Rezeptoren pro HeLa- 
Zelle entspricht. Die bis zu 2000fache Verstarkung der 
Luciferase-Expression gegenOber der Expression, die mit 
den Transferrin-Polylysin-Konjugaten allein erzielt 
wird, entsprach der hoheren Virus-Dosis. In einer 
weiteren Versuchsreihe wurde die Kapazitat 
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.,„„ Koniugat-DNA-Komplexen in 
limitierender Mengen von Konjug untersucht . 

Ge genwart einer ^«»^ ^1-*=— von Adenoviren 
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Moglichkeiten zu unterscheiden, wurden sequentielie 
Bindungsversuche durchgefuhrt (Fig. 3B). Die Bindung 
von Transferrin-Polylysin-DNA oder Polylysin-DNA- 
Komplexen bei niedriger Temperatur ohne 
Internalisierung ermSglicht es, vor der Behandlung mit 
dem Adenovirus uberschttssigen Komplex in der fliissigen 
Phase zu entfernen (FitzGerald et al., 1983), Wenn so 
vorgegangen wurde, wurde der Transport der Rezeptor- 
gebundenen Transferrin-Polylysin-DNA-Komplexe durch 
Zusatz von Adenovirus -Par tikeln. signifikant erhoht, was 
far die Polylysin-DNA-Komplexe nicht zutraf . Es ist 
daher der Eintritt der DNA in die Zelle liber Rezeptor- 
vermittelte Endozytose, der spezifisch verstSrkt wird. 

Weiters wurde untersucht, welche spezifische Funktion 
des Adenovirus es ist, die eine Verst&rkung des 
Rezeptor-vermittelten Gentransfers bewirkt (Fig. 3C). 
Milde Hitzebehandlung der Virus-Partikel Sndert nichts 
an ihrer FShigkeit, an die Zellmembran der Zielzellen 
zu binden, beeintrSchtigt jedoch ihre FShigkeit, nach 
ihrem Eintritt in die Zelle die Endosomen aufzubrechen 
(Defer et al., 1990). Aufgrund dieser Gegebenheit 
konnten die unterschiedlichen Effekte der Virusbindung 
und des Eintritts des Virus in die Zelle getrennt 
untersucht werden. Bei den im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung durchgefuhrten Versuche wurde festgestellt, 
daB eine Hitzeinaktivierung die Fahigkeit der Viren, 
den liber Rezeptor-vermittelte Endozytose ablaufenden 
Gentransfer zu verstarken, komplett beseitigte. Daraus 
wurde die SchluBfolgerung gezogen, daB die VerstSrkung 
des Gentransfers mittels Transf errin-Polylysin- 
Konjugaten spezifisch auf die Fahigkeit des Adenovirus, 
als Teil ihrer Aufnahmef unktionen Endosomen aufbrechen 
zu konnen, zuriickzufUhren ist. Die Tatsache, daB ein 
replikationsdefekter Virusstamm eine Verstfirkung der 
Genexpression herbeiflihren konnte, bestatigt die 

■ 
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Annate. daB dieses ^°^^^^L^^±on 
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Adenoviren untersucht (Fig. 4). Zellen einer zystischen 
Fibrose- Zellinie (CFT1) zeigten maBige Luciferase- 
Genexpression nach Behandlung mit Transferrin- 
Polylysin-DNA-Komplexen allein. Das AusmaS der 
Expression wurde durch Behandlung mit dem Adenovirus 
dl3l2 significant erhoht. In deutlichem Gegensatz dazu 
zeigten KB-Zellen, die rait den Transferrin-Polylysin- 
DNA-Komplexen behandelt wurden, trotz des 
Vorhandenseins von Transferrin-Rezeptoren eine 
Luciferase-Genexpression, die kaura iiber dem Background- 
Niveau lag. Eine Behandlung mit Adenovirus dl312 
bewirkte jedoch bei diesen Zellen deutlich nachweisbare 
Lucif erase- Aktivitaten. Xhnlich wirkte sich die 
Behandlung mit Adenoviren auf HeLa-Zellen aus, wobei 
dieser Effekt bei diesen Zellen jedoch noch wesentlich 
starker war. Da HeLa-Zellen und KB-Zellen ungefahr 
dieselbe Anzahl von Rezeptoren fur das Adenovirus 
besitzen, konnte der Unterschied in der Verstarkung des 
Gentransfers die Anzahl von Transferrin-Rezeptoren, die 
fur einen Zelltyp charakteristisch sind, widerspiegeln. 
in deutlichem Unterschied zu diesen Ergebnissen zeigten 
jedoch die Zellinien WI-38 und MRC-5, von denen bekannt 
ist, daB in ihnen die Infektion mit Adenovirus nur 
schwach vor sich geht (Precious und Russell, 1985), mit 
dl312 nur eine sehr geringe Verstarkung der durch die 
Konjugat-DNA-Komplexe allein erzielten Genexpression. 
Die Behandlung mit Adenovirus durfte daher den 
Gentransfer mittels Konjugat-DNA-Komplexen in 
denjenigen Fallen verstarken, in denen der Gentransfer 
iiber Rezeptor-vermittelte Endozytose m5glich ist, wie 
im Fall der CFTl-Zellen, sowie in einigen Fallen, in 
denen der Gentransfer iiber diese Route inef fizient 
ablauft, wie bei HeLa und KB-Zellen. DaB das AusmaB der 
Verstarkung zwischen verschiedenen Zielzellen deutlich 
variiert, kbnnte darin seine Ursache haben, daB dieser 
Effekt sowohl eine Funktion der Anzahl der Virus- 
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Substanzen auf, sodaB die Kon jugate aus NukleinsSure 
und Verbindungsfaktor in die Zelle auf genommen werden, 
ohne daB die Mitwirkung eines Internalisierungsfaktors 
erf order lich ist- Dies trifft z.B. auf Hepatozyten zu, 
von denen im Rahmen der vorliegenden Erf indung 
festgestellt wurde, daB sie DNA-Polylysin-Komplexe 
aufnehmen. 

In einer bevorzugten Ausf lihrungsf orm der Erf indung ist 
das endosomolytische Mittel ein Virus, das an die 
Nukleinsaure-af fine Substanz gebunden ist und das die 

» 

Fahigkeit hat, in die Zelle als Teil des 
Konjugat/Nukleinsaure-Komplexes einzudringen und den 
Inhalt der Endosomen, in denen der Komplex nach dem 
Eintritt in die Zelle lokalisiert ist, ins Zytoplasma 
f reizuset zen . 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm ist das 
endosomolytische Mittel eine Viruskomponente, die an 
eine Nukleinsaure-af fine Substanz gebunden ist und die 
die Fahigkeit hat, in die Zelle als Teil des 
Konjugat/Nukleinsaure-Komplexes einzudringen und den 
Inhalt der Endosomen, in denen der Komplex nach dem 
Eintritt in die Zelle lokalisiert ist, ins Zytoplasma 
freizusetzen. 

Viren Oder Viruskomponenten, die an eine Nukleinsaure- 
BindungsdomSne gebunden sind, werden im folgenden 
ungeachtet der Art der Bindung als "virale Konjugate" 
bezeichnet. 

Die viralen Konjugate, die ebenfalls Gegenstand der 
vorliegenden Erf indung sind, enthalten das Virus oder 
die Viruskomponente als integralen Bestandteil ihres 
funktionellen Konstrukts und vereinigen die Vorteile 
von Vektorsystemen auf Basis von 
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befordert werden. Wenn die NukleinsSurekomplexe das 
Virus in gebundener Form enthalten, profitieren sie von 
der endosomolytischen AktivitSt des Virus und werden 
aus den Endosomen ins Zytoplasma beffirdert. Dabei 
durfte die Fusion zwischen Endosomen und Lysosomen und 
damit der in diesen Zellorganellen normalerweise 
stattfindende enzymatische Abbau vermieden werden. 

Beispiele fur Viren und hdhere eukaryotische Zellen, in 
die sie eindringen k6nnen, sind z.B. Fields und Knipe, 
1990, entnehmbar. Die Empf Mnglichkeit einer gegeb^hen 
Zellinie fur die Transformation durch ein Virus, das in 
Form eines freien Virus zur Erleichterung des 
Eintrittes von Nukleinsaurekomplexen in Zellen 
eingesetzt wird, hSngt vom Vorhandensein und der.Anzahl 
von Oberf lSchenrezeptoren f ur das Virus auf der 
Zielzelle ab. Bezuglich des ZelloberflSchenrezeptors 
fur Adenovirus wurden Methoden zur Bestimmung seiner 
Anzahl auf HeLa- und KB- Zellen von Svensson, 1990 f und 
Defer, 1990, beschrieben. 

Zu Viren, die fur die erf indungsgemSBe Zusammensetzung 
geeignet sind und deren am Beginn der Infektion 
ablaufende Aufnahmefunktion uber Rezeptor-vermittelte 
Endozytose erfolgt, zShlen einerseits Viren ohne Lipid- 
Hulle wie Adenovirus, Poliovirus, Rhinovirus, 
andererseits die Hullenviren Vesicular Stomatitis 
Virus, Semliki Forest Virus, Influenza- Virus; geeignet 
sind auBerdem pH-Wert-abhSngige St&mme von Moloney- 
Virus- Zu besonders bevorzugten Viren fUr die Anwendung 
der vorliegenden Erfindung zShlen Adenovirus, 
Untergruppe C, Typ 5, Semliki Forest Virus, Vesicular 
Stomatitis Virus, Poliovirus, Rhinoviren und Moloney 
Leukamie- Virus st amme . 

Die Verwendung von RNA- Viren, die keine reverse 
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lysierten Zellen, die an Hand von Plaques sichtbar 1st, 
festgestellt wird (Dulbecco, 1980). 

Fur die Anwendung im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
geeignet sind auBerdem sog. defekte Viren, das sind 
Viren, denen in einem oder mehreren Genen die fiir die 
autonome Virusreplikation erf orderliche Funktion fehlt, 
fur die sie Helferviren bendtigen. Vertreter dieser 
Gruppe sind Dl-Partikel ( "defective interfering 
particles" ), die sich vom infektiosen Standard- Virus 
ableiten, dieselben Strukturproteine wie das 
Standardvirus besitzen, Mutationen aufweisen und das 
Standardvirus als Helfervirus fiir ihre Replikation 
bendtigen (Huang, 1987; Holland, 1990). Vertreter 
dieser Gruppe sind auBerdem die Satellitenviren 
(Holland, 1990). Eine andere Gruppe ist die Klasse der 
Parvoviren, die als "adeno-assqciated virus" (Berns, 
1990) bezeichnet werden. Da die Aufnahmezyklen vieler 
Viren in die Zelle noch nicht zur GSnze aufgeklSrt 
sind, ist anzunehmen, daB es noch andere Viren gib t, 
die die endosomolytische Aktivitat aufweisen, die fiir 
ihre Eignung zur Anwendung in der vorliegenden 
Erfindung erforderlich ist. 

Weiters im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignet 
sind attenuierte Lebendvaccine (Ginsberg, 1980) oder 
Impfstamme. 

Weiters fallen unter den Begriff Viren im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung inaktivierte Viren, z.B. durch 
chemische Behandlung, wie Formal dehydbehandlung, durch 
UV-Bestrahlung, durch chemische Behandlung, kombiniert 
mit UV-Bestrahlung, z.B. Psoralen/UV- oder 
Bromdesoxyuridin/UV-Behandlung , durch gamma -Strahlung 
oder durch NeutronenbeschuB inaktivierte Viren. 
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* * 

mitt els rekombinanter Method en. Im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung konnte gezeigt werden, daB 
Adenovirus-Proteine, die iiber Biotin/Streptavidin mit 
Polylysin konjugiert sind, den Gentransfer verstarken 
kbnnen. Beispiele fiir Proteinfragmente von anderen 
Viren als Adenoviren, die wesentlich f tir die 
Internalisierung des Virus sind, umfassen das 
Influenzavirus-HSmagglutinin (HA). Die N-terminale 
Sequenz der Inf luenzavirus-Hamagglutinin HA2- 
Untereinheit ist verantwortlich fur die Freisetzung des 
Virus aus dem Endosom. Es wurde gezeigt, daB Peptide, 
die aus 20 Aminosauren dieser Sequenz bestehen, 
Lipidmembranen fusionieren und teilweise 
aufbrechen/zerst6ren k6nnen ( Wharton et al., 1988). In 
der vorliegenden Erfindung wurden authentische und 
modifizierte Inf luenzapeptide erfolgreich in 
verschiedenen Ausfiihrungsf ormen eingesetzt. Ein 
wei teres Bespiel sind Httllproteine von Retroviren, z.B. 
HIV gp41 (Rafalski et al., 1990) bzw. Telle dieser 
Virusproteine. 

Die Verwendung von Viren, die von sich aus die 
FShigkeit haben, in Zellen einzudringen, ist nur ein 
Aspekt der vorliegenden Erfindung. 

Viren oder Viruskomponenten, die von sich aus nicht die 
FShigkeit mitbringen, an die Zelle zu binden und in sie 
einzudringen, werden vorzugsweise in Form der oben 
definierten viralen Kon jugate verwendet. Die Kopplung 
an eine DNA-Bindungsdomane, z.B. ein Polykation, 
gew&hrleistet, daB das Virus bzw. die Viruskomponente 
eine starke Aff initSt zu DNA-Molekiilen erhait, damit 
komplexiert und als Bestandteil des DNA-Komplexes, der 
auch ein Internalisierungsf aktor/DNA-BindungsdomSne- 
Konjugat enthait, in die Zelle transport iert wird. 
Zusatzlich zum damit erreichten Transportef fekt kann 

♦ 
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( "Liposomen Leakage Assays"), auf einfache Weise auf 
Viruskomponenten oder andere Mittel mit potentieller 
endosomolytischer AktivitSt anwenden, urn sie auf ihre 
FShigkeit zur Steigerung der Genexpression zu 
unter suchen . 

Im Falle der Verwendung intakter Viren wird, 
zweckmSBigerweise parallel zu den Vorver suchen , in 
denen das Virus auf seine Fahigkeit zur Verstarkung des 
Gentransfers untersucht wird, geprUft, ob das Virus 
replikationsfShig ist. Die Untersuchung auf 
ReplikationsfShigkeit wird im Fall von zythopathischen 
Viren oder im Fall von Viren, die das Wachstum der 
Wirtszellen merklich beeintrachtigen, mit Hilfe von 
Plaque-Assays durchgeftthrt (vgl. oben). Bei anderen 
Viren werden Nachweismethoden speziell fur das 
jeweilige Virus angewendet, z.B. der 
Hamagglutionationstest oder chemisch-physikalische 
Methoden ( elektronenmikroskopisch ) . 

Es werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung, 
insbesondere bei Verwendung von freien Viren, solche 
Viren bevorzugt, die in hohem Titer herstellbar sind, 
die stabil sind, die als Wildtyp geringe Pathogenitat 
aufweisen und bei denen eine gezielte Ausschaltung der 
Replikationsfunktionen moglich ist, insbesondere 
Adenoviren. Wenn eine bestimmte Zellpopulation 
transfiziert werden soli, sind Viren bevorzugt, die 
diese Zellpopulation spezifisch infizieren. Fiir den 
Fall, daB von der Transfektion verschiedene Zelltypen 
erfaBt werden sollen, kOnnen Viren eingesetzt werden, 
die fiir einen weiten Bereich von Zelltypen infektiOs 

sind. 

Die Anforderungen an die VirusprSparation sind im 
wesentlichen grSBtmSgliche Reinheit sowie ein auf das 
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» 

herstellt, und eine verminderte St6rung durch 
AntikGrper gegen das humane Oder das Mausadenovirus. 
Das Fehlen einer StGrung durch die humanen oder 
Mausantik6rper ist besonders wichtig, wenn die Viren 
fur die Gentherapie im Menscheri oder in der Maus 
verwendet werden. 

* 

Das Hiihneradenovirus CELO (Chick Embryo Lethal Orphan 
Virus) zeigt keine Reaktivitat mit Antikorpern, die die 
Hauptgruppenepitope der Adenoviren erkennen, die 
Saugetierzellen infizieren. AuBerdem kGnnen CELO- Viren 
in Eiern mit Embryoentwicklung gezuchtet werden, urn 
groSe Mengen von Virus zu erhalten (0.5 mg/Ei; Laver et 
al., 1971). Wie aus den Beispielen hervorgeht, 
verstarken CELO- Poly lysin-Kon jugate den DNA-Transport 
in HeLa-Zellen in einem AusmaB, das mit dem humanen 
Adenovirus dl312 vergleichbar ist. Die Verwendung von 
CELO-Konjugaten zur VerstSrkung des DNA- Transports ist 
daher fur die humane Gentherapie sehr vielversprechend . 

Viren von entfernten Spezies werden bevorzugt als 
Bestandteile von viralen Konjugaten in 
Kombinationskomplexen (gemaB der Definition im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung) eingesetzt. 

In den erf indungsgemaBen Konjugaten, die ein Virus 
enthalten, kann die Bindung des Virus an die 
NukleinsSure-BindungsdomSne kovalent oder nicht- 
kovalent sein, letzteres z.B. uber eine Biotin- 
Streptavidin-Brucke oder, fur den Fall, daB das. Virus 
auf seinen Oberf lachenproteinen Regionen aufweist, die 
sauer sind und daher an ein Polykation binden kGnnen, 
uber eine ionische Bindung. 

In Versuchen im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
wurden Komplexe unter Bedingungen, die die ionische 
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• crhPti Adenovirus und Polylysin vor 
Wechselwirkung zwischen Adenovxru 

aer Komplexiarung mit DNA erlauben, gebildet. Als 
Kontrolle wurden Versuche unter Bedingungen unter 
denen Polylysin zuerst mit DNA ^^ S ^\^ 
daher nicht frei ist, an das Adenovirus zu binden 
durchgefahrt. In diesen Versuchen erwiesen sich die 
Komplexe mit ionisch gebundenem Adenovirus als 
uberlegen. 

Beispieie far virusKoeponenten in den erftndung^Ben 
Keniugaten mit endoscnolytischer Nctivitat srnd die 
^ virusKapside Oder virale Peptide. Pie Bindung 
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D as Verhaltnis von Virus oder Viruskomponente zur 
Nuk leinsaure-affinen Substanz kann variiert warden. Im 
Falle des Influenza-H^agglutininpeptid-Polylys.n- 
Konjugats wurde im Rahman der vorliegenden Erf indung 
gefunden, daB der Gentransfer in grSBerem Aus m aB 
verstarkt werden kann, wenn der Gehalt an vxralem 
Peptid in den Konjugaten hSher war. 

Die vorliegende Erfindung betriff t in einem weiteren^ 
Aspekt Methoden zur Herstellung der erfindungsg^Ben 
Konjugate aus Virus ( komponente ) und Nuklemsaure- 
af finer Substanz. 

Die viralen Kon jugate kCnnen (wie die 
Internalisierungsfaktor-Polykation-Konjugate) durch 

Kopplung der Komponenten oder, falls die 
vILkomponente und das Polykation Pdypept.de sind 
auf rek ombinantem Weg hergestellt werden, bezuglich der 
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Herstellungsmethoden wird auf die Offenbarung der EP 
388 758 Bezug genommen. 

Die Kopplung von Virus, Virusproteinen Oder -peptiden 
mit Polyaminverbindungen auf chemischem Weg kann in fUr 
die Kopplung von Peptiden an sich bekannter Weise 
erfolgen, wobei, falls erforderlich, die 
Einzelkomponenten vor der Kopplungsreaktion mit 
Linkersubstanzen versehen werden (diese MaBnahme ist 
dann erforderlich, wenn von vornherein keine far die 
Kopplung geeignete funktionelle Gruppe, z.B. eine 
Mercapto- oder Alkoholgruppe, verfugbar ist. Bei den 
Linkersubstanzen handelt es sich um bi funktionelle 
Verbindungen, die zun&chst mit funktionellen Gruppen 
der Einzelkomponenten zur Reaktion gebracht werden, 
worauf die Kopplung der modif izierten Einzelkomponenten 
durchgefUhrt wird. 

Die Kopplung kann erfolgen iiber 

a) Disulfidbriicken, die unter reduzierenden Bedingungen 
wieder gespalten werden k5nnen (z.B. bei Verwendung 
von Succinimidylpyridyldithiopropionat ( Jung et al., 

1981). 

b) Unter biologischen Bedingungen weitgehend stabile 
Verbindungen (z.B. Thioether durch Reaktion von 
Maleimido-Linkern mit Sulfhydrylgruppen des an die 
zweite Komponente gebundenen Linkers ) . 

* * 

c) Unter biologischen Bedingungen labile Brucken, z.B. 

« 

Esterbindungen, oder unter schwach sauren 
Bedingungen instabile Acetal- oder Ketalbindungen. 

In den im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
durchgeftihr-ten Versuche wurden endosomolytische 
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Kohlenhydratketten des Glykoproteins miteinander 
verbunden werden. 

Eine geeignete Methode zur Herstellung von 
Glykoprotein-Polykation-Konjugaten ist in der deutschen 
Patentanmeldung P 41 15 038.4 geof f enbart; sie wurde 
"kurzlich von Wagner et al., 1991b, beschrieben. 

Ein weiteres bevorzugtes Verf ahren zur Herstellung der 
erf indungsgemafien Kon jugate ist die enzymatische 
Kopplung des Virus bzw. der Viruskomponente an eine 
Nukleinsaure-af fine Substanz, insbesondere ein 
Polyamin, durch eine Transglutaminase. 

Die Gruppe der Transglutaminasen umfaBt mehrere 
verschiedene Enzyme, die unter anderem in der Epidermis 
(epidermale Transglutaminase), im Blut (Faktor XIII) 
und in den Zellen der unterschiedlichen Gewebe (Gewebs- 
Transglutaminase) vorkommen (Folk, 1985). 
Transglutaminasen katalysieren in Gegenwart von Ca++ 
und unter Abspaltung von NH3 die Bildung von e-<y- 
glutamyl)Lysin Bindungen. Vorausetzung hierfiir ist, daB 
an Proteinen entsprechende Glutamine und Lysine 
vorhanden sind, die von dem Enzym umgesetzt werden 
konnen. Neben der e-Amino Gruppe von Lysin, konnen auch 
(poly) Amine wie Ethanolamin, Putreszin, Spermin oder 
Spermidin als Substrat dienen (Clarke et al., 1959). 
Zur Zeit ist noch ungeklart, von welchen Faktoren es 
abhSngt, ob ein Glutamin oder Lysin eines Proteins oder 
ein Polyamin von dem Enzym umgesetzt werden kOnnen. 
Bekannt ist, daB an zahlreiche Zellproteine wie 
Zytokeratine (Zatloukal et al., 1989), Tubulin, 
Zellmembranproteine und auch Oberflachenproteine von 
Influenzaviren ( Iwani j , 1977 )' Poly amine mittels 
Transglutaminase gebunden werden kdnnen. 
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modifizierte Virus zuerst an Streptavidin-Polylysin. 
gebundeh wird und erst in zweiter Stufe die Bindung an 
DNA erfolgt. 

Gegebenenfalls kann die Bindung an Biotin auch iiber 
Avidin erfolgen. 

Weiters ist es moglich, die Bindung zwischen 
Virus (komponente) und Polylysin herzustellen, indem 
einerseits das Virus biotinyliert wird und andererseits 
ein ant i -Biotin- Antikorper mit Polylysin konjugiert und 
die Bindung zwischen Virus und Polylysin iiber die 
Biotin/ Antikorper-Bindung hergestellt wird, wobei 
handelsiibliche polyklonale oder monoklonale Antikorper 
gegen Biotin eingesetzt werden konnen. 

Die Bindung zwischen dem Virus und Polylysin kann auch 
hergestellt werden, indem Polylysin mit einem Lectin 
gekoppelt wird, das Affinitat zu einem Virus- 
Oberflachenglykoprotein hat, wobei die Bindung in einem 
solchen Konjugat iiber die Bindung zwischen dem Lectin 
und dem Glykoprotein erfolgt. Weist das Virus von sich 
aus keine geeigneten Kohlenhydratseitenketten auf , kann 
es entsprechend modifiziert werden. 

Ein Virus kann auch an eine Nukleinsaure-af fine 
Substanz gebunden werden, indem es zunachst an der 
Oberflache mit einem virusfremden Antigen (z.B. 
Digoxigenin DIG, erhaltlich von Boehringer Mannheim; 
Oder mit Biotin) modifiziert wird und die Verbindung 
zwischen dem modif izierten Virus und der Nukleinsaure- 
af finen Substanz iiber einen Antikorper, der an dieses 
Antigen bindet, hergestellt wird. 

Welche Methode zur Herstellung der erf indungsgemaBen 
Kon jugate eingesetzt wird, richtet sich nach 
verschiedenen Kriterien. So ist z.B. die Kopplung iiber 
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■^■icr-hste und daher am breitesten 
Biotin die unspezxfiscnste una Bindung 
einsetzbare Methode, die Biotin-vermxttelte Bxndung 
exnsetzbare nicht -kovalent Bindung dar. 

stellt eine sehr starke men weist 
Di e enzymatische Reaktion mit ^^^^ 
d en vorteil auf , daB sie auch in kleinstem HaBstab 

! H^hrbar ist Die cbemische Kopplung kommt rm 
aurchfuhrbar ° e Konjuga tmengen 

al T^eT^Z ^ dxese Metbode ist im 

lC:ei«b am zweckmaBigsten, *enn Virusproteine 

Oder -peptide gekoppelt werden sollen. 

xlralle d er Verwendung inaktivierter Viren w.rd i* 

allgemeinen die Inaktivierung vor 

vorgenommen, sofem die Kopplung durch die 

inaktivierung nicht beeintrachtigt wird. 

• wenn ein Virus, z.B. Adenovirus oder eine 

endosomolytiscbe Komponente davon, zuganglicne 

- • 7 n saure Domanen zur 
Bindungsdomanen aufwexst, z.B. saure 

Polvkation kann die Bindung des Virus 
Bindung an exn Polykation, _ lvkation auch ionisch 

bzw. der Viruskomponente an das Polykation 
sel; in diesem Fall sind die positiven Ladungen des 

der Nukleinsaure neutralisiert. 

Falls als Nukleinsaure-affine Substanz eine 
nierkalierende Substanz eingesetzt wird, ist sie mit 
fZlZ ieweilige Kopplung von Virus (komponente) 
einem fur dxe oeweiiig v Kopplung 
geeigneten Linker modxfxziert, z.B. 

. ™,-+- cnprmin oder mxt exner 
Transalutaminase mxt Spermxn, uu« 

^ulk^onellen, «r die cbemisobe Kopplung kompetenten 

Gruppe, z.B. einem aktiven Ester. 

Das verhaltnis von Virus ( komponente ) :Nukleinsaure- 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 PCT/EP92/02234 

37 

* • 

af finer Substanz kann variieren, es wird fur gewohnlich 
empirisch ermittelt, z.B. indem eine konstante Menge 
Virus ( komponente ) mit verschiedenen Mengen Polylysin 
konjugiert und das fur die Trans fektion optimale 
Konjugat ausgewShlt wird. 

In einer weiteren Ausfiihrungsf orm der Erf indung kann 
die Viruskomponente, z.B. ein endosomolytisches virales 
Peptid, modifiziert werden, urn direkt an DNA zu binden. 
Zu diesem Zweck kann das Peptid selbst eine DNA- 
Bindungsdomane aufweisen, die erhalten werden kann, 
indem das Peptid raittels Peptidsynthese hergestellt 
wird, wobei ein Abschnitt von positiv geladenen 
Arainosauren vorgesehen wird, vorzugsweise durch 
VerlSngerung des Peptids, insbesondere bevorzugt am C- 
Terminus. 

In einer weiteren Ausf uhrungsform der Erfindung ist das 
endosomolytische Mittel ein nicht-virales, 
gegebenenfalls synthetisches Peptid. Ein Peptid dieses 
Typs ist vorzugsweise in der erf indungsgemaBen 
Zusammensetzung derart enthalten, daB es ionisch an die 
Nukleinsaure-affine Substanz, z.B. an Polylysin im Fall 
von DNA/Internalisierungsfaktor-Polylysin-Komplexen, 

gebunden ist. Auf diese Weise wird der Einbau des 
endosomolytischen Peptids in die Nukleinsaure-Komplexe 
bewirkt, indem das Peptid iiber seine sauren 
AminosSurereste an die positiv geladene NukleinsSure- 
BindungsdomSne, vorzugsweise Polylysin, gebunden wird. 
In Abh&ngigkeit von der chemischen Struktur des 
Peptids, insbesondere bezliglich seiner Endgruppe, kann 
die Bindung an Polylysin auch durch die hier fttr die 
Bindung von Peptiden an Polylysin beschriebenen 
Methoden erfolgen. Zu diesem Zweck kann, wenn ein in 
der Natur vorkommendes Peptid eingesetzt wird, dieses 
Peptid mit einer geeigneten terminalen Aminosaure als 

r * 
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.. sti el" die Konjugation m odifiziert werden. 

•rht-viral. endosomolytische Peptide 
Eine andere Art, nxc* einzubauen , besteht darin, 

to die Nukleinsaure-Komplexe ex ^ ^ 

sie mit Sequenzen zu versehen ^ 

*- «** ei ::i zrz:^^ — — 

endoso m olytxsche AKtiv ^ N . Terminus f*r diese 
Daher werden z.B. Pep ^ c _ Terminus mit DNA- 

Aktivitat verantWOrtllC 7 anaert verisngerungen dieser 
bind enden Sequenzen ver kationische 
Art konnen homologe o Oligolysi „-Schwanz, oder 

Oligopeptide sein, z.b. v£jn einem 

ein e natOxlicna °»-^tT 9 s»eisa Lassen aiasa 

««— ^r^s -a— - ptias 

einen integrals Texl a _ ^ 

AminosSuren. Dxese Aus Verha ltnisses 

«• M69iictee iT eq :e^ ais in 

endosomolytxsche s ^ e " von Polykationen 

P eptxd*on 3 -ugaten die Leistungsfahig keit der 

enthalten, um exne grOBere 
Komplexe zu erreichen. 

Di e nicnt-vi-Xan — — soU«n aia 
folgandan Anforaerungan arfUllan: 

. . die endosomolytische AWlvltK »U« 
M Hinblick auf d» ^ ^chxassigteit von 

ai e aurcn aas Pep~a ^aarigea P»-wa rt <5-°> 
Mpidmembranen vorzugswa.se ^ 
nohar sain als oai pH-war ^ ^ ^ den 

au£g abrochenen Msabranbara.oha g e 

Poran sina nidht ausra, <*-«^ f kBnnen in vitro 
Pep ua aiasa Anforaerungan erful^ ^ 

— ^^enar una/oaar eingebau* in ainan 
freier oder gebundener 
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DNA-Komplex angewendet werden. Solche Tests k6nnen 
Liposomen- Oder Erythrozyten-DurchlSssigkeitstests 
( "leakage assays" ) und Zellkulturexperimente, in denen 
die Verstarkung der Genexpression bestimmt wird, 
iimfassen. Tests dieser Art sind in den Beispielen 
beschrieben. Die optimale Peptidmenge kann in 
vorausgehenden Titrationen f estgelegt werden, indem die 
LeistungsfShigkeit des resultierenden Gentransfers 
bestimmt wird. Dabei ist zu beachten, dafl die 
Leistungsfahigkeit verschiedener Peptide und die 
optimale Zusammensetzung des Komplexes vom Zelltyp 
abh&ngig sein ktinnen. 

Peptide, die Membranen aufbrechen, enthalten im 
allgemeinen amphipathische Sequenzen, n&mlich eine 
hydrophobe Seite, die mit der Lipidmembran in 
Wechselwirkung treten kann, und eine hydrophile Seite, 
die die wassrige Phase an der Stelle, an der die 
Membran aufbricht, stabilisiert . 

Es gibt in der Natur einige Beispiele fttr Peptide, die 
Membranen aufbrechen, fur gewohnlich kleine Peptide 
oder Peptiddomanen groBer Polypeptide. Solche Peptide 
konnen. nach ihrer Funktion im naturlichen Kontext 
klassifiziert werden, namlich entweder in Membranen 
aufbrechende Peptide (z.B. Peptide von nackten Viren) 
und/oder Membranen fusionierende Peptide (z.B. Peptide 
von Viren mit Hulle).. Fur das Aufbrechen von Endosomen 
im Zusammenhang mit synthetischen Peptiden konnen beide 
Klassen von Peptidsequenzen von Nutzen sein. Die 
meisten naturlichen Peptide konnen amphipathische a- 
Helices bilden. 

Durch Einbau saurer Reste auf der hydrophilen Seite 
einer mutmaBlichen amphipathischen a- Helix derart, daB 
sich die Helix nur bei saurem pH-Wert bilden kann, 
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oH-Wert, bei dem die 
nicht jedoch bei neutralem p ^ geladene n sauren 

LadungsabstoBung zwiscben ^ pH . Spe zif it*t 

— die -^^.^U sicb aucb bei 

r a :^ w — - — (z - B - der N " s 

des lnfluenza-HA2-Peptids). 

^tisches amphipathisches Peptid mit 

Ein Z ur ^/^Tigenscba^en « ^brecben von 
pH-Wert-spezifxschen c a vQn 

Membranen wurde van Su ^ ba "° diesem Peptid 

i iqqo beschrieDen. vw 
Parente etal., da R es in Membranen nur 

Erfindung, die sxch ^ht fiir geW ohnlich 

syntbetiscber Peptide bedxent, werd 

ai e folgandan Schrxtta u lcher peptiae »ird 

"na * p^dsaguanz ausgawaMt. Paptida 

•*» M ' PhlP ^ Stand dar TachniK: aina 
aiasar Art "V „ ird in Iab eUe 2 gagaban. 

toersicht 0>ar """^^ Reste (Glu . Asp) 
Wann nowandig. des Pe ptids. Mambranan 

eingafOhrt. urn dra ^ ^ iU MCh an (..B. 

auf2Ub rachen, mate pH Wart » ^ 

ai e dappalsaura Hutanta^ ng ^ entspre chand 

Hamagglutininpaptxds da ^ ^ 

Beispi al 37,. «ann ^ aes peptids an 

«* ein9ef ° hrt "Sratn" ina MdgUchfcait. sole, aina 
Polylysin zu « lelcht ^ vorzuseh sn. Kann darin 
Po^aticnan-Bindungsdc-a ™ ^ .... eine n 

besteben, C-termxnale saure 
oligo-Glu-Schwanz, vorzusehen. 



Fiir die v 



orliegende Erfindung geeignete 
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endosomolytische Peptide konnen auch erhalten werden, 
indem naturlich vorkommende und kunstliche Sequenzen 
vereinigt werden. Im Zuge der vorliegenden Erfindung 
wurden Beispiele mit verschiedenen Peptiden, abgeleitet 
von dem von Parente et al., 1990, beschriebenen 
synthetischen Peptid GALA, durchgefuhrt . Einige der in 
den Beispielen der vorliegenden Erfindung eingesetzten 
Derivate wurden erhalten, indern das Peptid GALA oder 
Modifikationen davon mit Sequenzen des Inf luenzapeptids 
oder Modifikationen davon kombiniert wurde, z.B. die . 
Peptide der Bezeichnung EALA-Inf und EALA-P50 
entsprechend Beispiel 37. 

Die Lfinge der Peptidsequenz kann im Hinblick auf die 
amphipathische Helix kritisch sein; eine Erhohung der 
StabilitSt von kurzen Domanen, die von naturlichen 
Proteinen abgeleitet sind und denen der Kontext des 
stabilisierenden Proteins fehlt, kann durch 
VerlSngerung der Helix erzielt werden. 

r Urn die endosomolytische Aktivitat der Peptide zu 
verstarken, k6nnen Homodimere, Heterodimere oder 
Oligomere gebildet werden; in den Beispielen der 
vorliegenden Erfindung wurde gezeigt, daB ein P5Q- 
Dimeres eine viel hohere Aktivitfit als das Monomer 
aufweist. 

Die Erfinder haben die Wirkung synthetischer Peptide 
auf die DNA-Aufnahme mittels Transferrin-Polylysin- 
Konjugaten gezeigt. Es wurden mehrere verschiedene 
Peptide synthetisiert, ihre Ffihigkeit, Liposomen und 
Erythrozyten durchlassig zu machen, bestimmt und ihre 
Wirkung auf die Lucif erase-Expression in TIB 73-Zellen 
und in NIH 3T3-Zellen getestet. 

In einer weiteren Ausf tthrungsform der Erfindung ist das 
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v Mittel eine nicht-peptidische 

endosomolytische Mxttel ex ^ orderungen . die eine 

amphipathische Substanz. Anwendung im 

sol che ^-rf^ geeignet zu sein. 
Ranmen der vorliegenden Erf xn 9 

ampnipatnischen *^-££t zu werde n, P H- 
Nukleinsaure-Komplex xntegrxert 

Spezifitat, etc. 

v^r-ifft in einem weiteren Aspekt 
Die Erfindung betrxfft Zellen 

n fl we in hohere eukaryotxscne * 
Komplexe, dxe xn Nuk ieins & ure und exn 

aufg enonunen werden e ^ NukleinsSure 

Konjugat, das die «** ^ 

einen Komplex zu bxlden, sind 

in h6 bere £ sie ein Konj ugat entbalten, 

dadurcb gekennzeichnet substanz und einem 

d as aus einer »*^— an die 
endoson.olytiscben Mittel b * s ^ und die 

Nukl eins a ure-af fine Substanz gebundenx 

Fahi gkeit besitzt, als Bestandtexl exnes^ 
Konjugat/Nukleinsaure-Komplexes - Endosomen , in 

aufg eno™en zu werden und den Inhalt 

- -P.- — ^ TreLsetzen. 
lokalxsiert ist, xns zy^opx 

„„ mnlexe die im Ranmen der 

Die ^aung kommen, sind 
vorliegenden Erf xndu g ^ Nukleins aure mit 

vorzugsweise solche ' Sufastanz dera rt komplexiert 

sind. 

Ausfuhrungsrorm aer Erfindung 1st 
In einer bevorrugten >usfu g ^ ^ 

« Kovaienr an ein 

Viruskomponente, das bzw. ax 

Polykation gebunden ist. 
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Im Rahmen der vorliegenden Erfindung umfassen die 
endosomolytischen Kon jugate - zusatzlich zu Konjugaten, 
in denen endosomolytische Mittel ionisch an eine DNA- 
Bindungsdomane gebunden sind - def initionsgemaS auch 
endosomolytische Mittel/ die direkt an DNA binden, z.B. 
uber ihre basische Veriangerung, obwohl "Kon jugate" 
dieser Art streng genommen nicht durch Konjugation, 
d.h. durch Verbinden zweier Komponenten miteinander, 
erhalten wurden. Die Funktion von endosomolytischen 
Mitteln dieses Typs als Bestandteile der 
erfindungsgemaBen Zusammensetzung ist unabhangig davon, 
ob sie durch Konjugation eines endosomolytischen 
Mittels und einer DNA- Bindungsdomane synthetisiert 
wurden oder ob eine DNA-Bindungsdomane urspriinglich im 
endosomolytischen Mittel vorhanden war. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung 
enthalten die Komplexe zusatzlich zum endosomolytischen 
Konjugat ein wei teres Konjugat, in dem eine 
Nukleins£ure-af£ine Substanz, im Falle eines 
endosomolytischen Polykation-Konjugats im allgemeinen 
dieselbe wie die des Konjugats, mit einem 
Internalisierungsfaktor mit Affinitat fiir die Zielzelle 
gekoppelt ist. Diese Ausfuhrungsf orm der vorliegenden 
Erfindung wird vor allem dann angewendet, wenn die 
Zielzelle keine oder nur wenige Rezeptoren far das 
Virus aufweist, das als Bestandteil des 
endosomolytischen Konjugats zur Anwendung kommt. Eine 
weitere Anwendung dieser Ausfuhrungsf orm ist die, bei 
der eine Viruskomponente, z.B. ein naturlich 
vorkommendes , gegebenenf alls modif iziertes Peptid, ein 
nicht- virales, gegebenenf alls synthetisches 
endosomolytisches Peptid oder ein Virus einer 
entfernten Spezies eingesetzt werden, die nicht die 
FShigkeit aufweisen, von sich aus in die zu 
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* n zellen einzudringen. In Gegenwart 
transfizierenden Zellen e . lrtor . 
eines w eireren mrernalisierung, . ^ 
Verbindungsiattor-Konjugats prof^rieren 

e „doso»clytischen KonJuga« ^ Ronjugats , ind e» 

InternalisierungsfSb^ NukleinsS ure 
sie gemeinsam it dxesem a ^ fles so 

k c»ple*ierr warden und a ^ . KOTbina tions- 

-"TZXZZ* te2eichnet ' in "* 

Komple*" Oder « me * aiese The orie 

ze l!e aufgenoaaen «erd- Obne ^^ons- 

Bindung an dan 
Komple*e von zellen spe zifischan 
d en mtamaliaienmgsfaktor P^ ^ veruenaun g eines 
o b er£la=nenrezep t or^d« ^ „ flen 

virus Oder -ner^ an teide Bezeproren 

vir usre*eptor oderd Endorse 
Ober den Weg der fler ^o.elvtiscbe 

aufgenommen. Bel oe den Komplexen 

Mitral aus dan Endoscen * una 

enrhaltene OTA in das Zytoplasaa irerges 
dadurcb de» iysoscaien Abbau. 

In ae n versucben dar vorXiegenden *~ ™' 

— — ^^dr^etil^g^ 

Adenovirus transfxzxert weraen aesteigert werden, 
£ar Heparan Uonnre no cb war re* 9= ^ ^ 

— *— D D "pr y x y I^ransierrin-Konjugaren 
aie Rsporter-DNA -t * gebun den wird. Bier 

±St "* ^ "ung des endosoaoiytiscben 
wir d die geneinsame wkallSier "^ M in den Endosom 
virus und das Ligand/Eazepror-Kc n pla^ 

„ h , eistet „obei fur verschxedene zexxen, 
gewahrlexstet Transfe k1:ion in 

"^"ST^ -eicnt wu.de. Sole* eine 
prakt xsch alien iinente an genahert: werden, 

^TT^re Transferrin enthaltende Kcplexe efcer 
in denen ternare, 
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iiber den Transferrin-Rezeptor als iiber den Adenovirus- 
Rezeptor Eintritt in K562-Zellen fanden. 

Oberraschenderweise transportierten tern^re Komplexe 
DNA sogar in sehr niedrigen Mengen. So wurden bei einem 
Einsatz von 30 pg DNA pro 3 x 105 Zellen 1.8 x 10* 
Lichteinheiten ( resultierend aus der Expression einer 
auf einem Plasmid enthaltenen, fiir Lucif erase 
. kodierenden Sequenz) erhalten. Bei einem solchen Input 
kommen auf eine Zelle nur 60 DNA-Moleklile und 1 PFU an 
Virus ("Plaque Forming Unit"). Zum Vergleich: die 
weniger ef fiziente Kalziumprazipitationsvorschrift 
verwendet 2 x 105 DNA-MolekUle pro Zelle (Sambrook et 
al., 1989). Die vorliegende Erfindung stellt daher 
einen betrfichtlichen Fortschritt dar, weil sie die 
ef fiziente Transformation von hoheren eukaryotischen 
Zellen mit sehr kleinen DNA-Mengen erlaubt. 

Die Gegenwart von Viren, Viruskomponenten oder nicht- 
viralen endosomolytischen Mitteln als Bestandteile von 
endosomolytischen Konjugaten in den DNA-Komplexen hat 
folgende Vorteile: 

1 ) Breitere Anwendbarkeit der Gentransf ertechnik mit 
Nukleinsaure-Komplexen, weil das endosomolytische 
Mittel selbst, insbesondere ftir den Fall, da8 ein Virus 
oder eine Viruskomponente eingesetzt wird, den 
Internalisierungsfaktor darstellen kann oder auch in 
Kombination mit einem weiteren Internalisierunsf aktor 
(z.B. Transferrin oder Asialofetuin etc.) an die DNA 
komplexiert werden kann. Dadurch ist es mSglich, den 
positiven Effekt der Viren auch far Zellen auszuniitzen, 
die.keinen Rezeptor fiir die jeweiligen Viren haben. 

2) Verbesserung der Gentransfer Effizienz, da durch die 
Bindung der endosomolytischen Kon jugate an die DNA eine 
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* ^ in die zellen gewahrleistet 1st. 
gem einsa,ne Aufnahn* und Freisetzung von 

D urch die ^rdxnierte Auf ^ M6glichkeit 

vire n und DNA, ergxbt sxch ^ ^ansfer 

ein er Reduction der fur e^ ^ ffir 

be n 6 tigten Menge an DNA ^ Bedeutung iS t. 

Anwendungen xn vxvo voi 

. ^-faktor sind iro Rahmen der 
unter ^-^^^^anden oder Fragnvente davon zu 
vorliegenden Erf indung Lxganden o 

die nach Bindung an dxe Zeixe 
verstehen, dxe nac Rezeptor -vermxttelte 
Endozytose, vorzu gswexse P Fa^oren, deren 

Endozytose, ^ ^ 

Bindung/mtemalisxerung uber fu 

zei^rane-^ ^ die 

Zu geexgneten Intemax r et aL 1983), 

Liganden Transferrin ^* USn * As ialoglykoproteine 
Conal^n ( Bennett et al ^ ^ 
(wie Asialotransferrxn Asxalo 

Asialofetuin), (Ashvell et «*;• bzM> 

=i 1980 und Shardon, lao''/ 
(G olds«m et al 1980 ^ ^ ^ ^ 

Substanzen, dxe Galak1:0 i-^alisiert werden; 
^ialoglykoproteinxezepter zntern 

rs«). » (G ° iastein " 

lyso scnale Enzyne Sly et ^ ^ ^ ^ 

al.. 1982), »^ lfl "!% zeptoren in die Zelle 

aufgeno^nen .erden (apo Bl / ^ 
das HIV-Protein g P 120; AntzKorper (M 

,. »i 1982, ftbrahaaison et al . . 
19 84, Kuhn et al., 198 , antige ne, z.B. 

™; 9 " t o^e «ie InterleuKzn-l (Mlzel 
r^^Tnl^ln^ (-it, et al.. 198=, - 
et al., 196/) mterferone (Anderson et al., 

(imamure et al., '' lating Factor" ) , (Walker et 
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(Carpenter, 1984); PDGF ("Platelet-derived Growth 
Factor"), (Heldin et al., 1982), TGFB (Transforming 
Growth Factor B"), (Massague et al., 1986), 
Nervenwachstumsfaktor (Hosang et al., 1987), Insulin- 
ahnlicher Wachstumsf aktor I ("Insulin-like Growth 
Factor"), (Schalch. et al., 1986), LH, FSH (Ascoli et 
al., 1978), Wachstumshormon (Hizuka et al. f 1981), 
Prolactin (Posner et al., 1982), Glucagon ( Asada-Kubota 
et al., 1983), Thyroidhormone (Cheng et al., 1980), a- 
2-Makroglobulin-Protease (Kaplan et al., 1979), sowie 
"entwaf fnete" Toxine. Weitere Beispiele sind 
Immunglobuline Oder Fragmente davon als Liganden fur 
den Fc-Rezeptor oder Anti-Immunglobulin-Antikorper, die 
an SIgs ("Surface Immunoglobulins") binden. Die 
Liganden kGnnen natiir lichen Oder synthetischen 
Ursprungs sein (siehe Trends Pharmacol. Sci., 1989, und 
die darin zitierten Referenzen). 

Wesentlich fur die Eignung solcher 

Internalizierungsfaktoren im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung ist, 

a) daB sie vom spezifischen Zelltyp, in den die 
Nukleinsaure eingebracht werden soli, 
internalisiert werden k5nnen und ihre 
Internalisierungsfahigkeit nicht oder nicht 
wesentlich beeintrSchtigt wird, wenn sie mit dem 
Verbindungsf aktor konjugiert werden, und 

b) daB sie im Rahmen dieser Eigenschaft in der Lage 
sind, Nukleinsaure auf dem von ihnen benutzten Weg 
in die Zelle "huckepack" mitzunehmen. 

In den im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
durchgefiihrten Versuchen wurde die breite Anwendbarkeit 
der Erfindung hinsichtlich des Internaliserungsf aktors 
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, • mternalisierungsf aktors i» aen 

b2 „. einas -^"^j^von hu-an- und Maus- 
Kc^inatxons-Komplaxen anhand vo 

Trans^n-PoX^vain-Kon uga ^ njugaten . 
rolylysin-Konjugatan, Galaktos 

— ^-^r^on.u^. von 
spezifisohen gpUO-pL und ^.^^at. 
^-PL-Konjugatan Ig-P uxen> flie keinen 

so „ie anhand von ™* ^ geMigt . iuBarde* 
Intaxoalisiexungsfaktor enth polylysi „. 

^rde anhand von Komplexan aus ™» kein 

rhzw. viruskomponen-ce ; , 
konjugiertem Vxrus (bzw erbindung sf aktor- 

zuS atzliches Internalisxerungsf akt or 
Koniugat enthielten, die Lexstungsfahxgkex 
erfLLgsg^Ben viralen jugate gezexgt. 

, n VorV ersuchen bestimmt werden, ob 
im einzelnen kann xn Vorve " v±rus als 

, m Fall der verwendung von frexem viru 
xm Fall der Anwendung eines 

endosomolytxsches Mxttel dx ^ ^ ^ 

Internalisierungsfaktors, oder fur 
endoso^iscbe Mi«el ein Vxrus oder exn ^ ^ 
Viruskomponente oder ein nxcht-vxrales ^ 
eines endoso.olv.iscben "^^^ von 
..^zlicher" Verbindungsf aktor d ^ 

Solohe Test umfassan F (2US atzli=hen> 
^insaure-Ko.plazan exnaal ohna ( 

xnzexnaus.ex.ngs^ * NukleinsSur e 

Konjugazen »t > ^ KomplMe n. in 

una viralam Konjugat. und ein» 

denen ai e - - » isierungsfaktor . far 

enthaltend exnen wexrere 

de n die Zielzellen einen Rezeptor haben. 

* ma ei nes Internalisxerungsf aktors oder eines 
Bei Anwendung exnes # d . h . we nn ein 

susStzlichen In -- all ^ 9 endung koOTnt , wxrd dieser 
Kombinations-Koniplex zur Anwena 
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vor allem durch die Zielzellen definiert, z.B. durch 
bestimmte Oberf lachenantigene oder Rezeptoren, die fur 
einen Zelltyp spezif isch sind und somit einen 
gerichteten Import der Nukleinsaure in diesen Zelltyp 
ermbglichen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignete 
Nukleinsaure-affine Substanzen sind z.B. homologe 
organische Polykationen wie Polylysin, Polyarginin, 
Polyornithin oder heterologe Polykationen mit zwei oder 
mehr unterschiedlichen positiv geladenen Aminos&uren, 
wobei diese Polykationen verschiedene KettenlMnge 
aufweisen k6nnen, weiters nicht-peptidische 
synthetische Polykationen wie Polyethylenimin. 
Geeignete Nukleinsfiure-af fine Substanzen sind ferner 
natiirliche DNA bindende Proteine polykationischen 
Charakters wie Histone oder Protamine bzw. Analoge oder 
Fragmente davon, sowie Spermin oder Spermidine, 

Die Lfinge des Polykations ist nicht kritisch, sofern 
die Komplexe im Hinblick auf die bevorzugte 
Ausfuhrungsform im wesentlichen elektroneutral sind. 
Der bevorzugte Bereich der Polylysin-Kettenlange liegt 
im Bereich von ca. 20 bis ca. 1.000 Lysinmonomere. Es 
besteht jedoch fur eine vorgegebene DNA-LSnge keine 
kritische LSnge fiir das Polykation. Wenn die DNA aus 
6.000 bp und 12.000 negativen Ladungen besteht, kann 
die Menge an Polykation pro Mol DNA z.B. sein: 

60 Mol Polylysin 200 oder 

30 Mol Polylysin 400 oder 

120 Mol Polylysin 100, etc. 
Der Durchschnittsfachmann kann mittels einfacher 
Routineversuche andere Kombinationen von 
Polykationlange und molarer Menge auswShlen. 

Weitere geeignete NukleinsSure-af f ine Substanzen als 
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^ - jugate sind ----- 

Su bstanzen wie "^"^l/end Iry pt=pben und/oder 
interkalierende Peptide, entna 
Tyrosin und/oder Pbenylalanm. 

, *,m,en Zusammensetzung der 
Hinsiehtlieh der qualitetr allgemeinen 2u nlchst die 
H^ein^ure-Ko-pl-e « Nu)£leinsSure £es tgelegt. 

in die zelle zu aurch aen in der zelle 

Bie ^-^""^Ln E££elt t deriniert. i» Falle 
zu erzielenden »****^ Genth erapie durcb das zur 
aer An„endung im Kah-en der ^^rr, z.B. 

session zu «-"-*Tj£_ Gens . cder dureb die 
zwecks substitution eines °o £eJt aen ^ die 

, ofnes ru inhibierenden Gens. » 
Zielseguenz Nukle insauren kann es sich 

zelle zu « anseOIt ^ n MOb ^ h insicbtlich der 

- »~ r e^ungen besteben. 

Nukleotidsequenz keine 

f . flna auf Tum orzellen angewendet wird, um 

diese als KreDsvat-u uqswe ise fiir eine 

DNA einzufuhrende Zelle vorz ^ B ^ Zytokin wie IL-2, 

i-ux-odulierende Subs^anz, Nut2en k5nnen 

IL -4, IFN-gamma, TNF- . ^ kodieren , 

Kombinationan von DNAs sexn ^ ^ ^ 

Z .B. IL-2 und IFN-ganuna. Exn wext 
Einbri ngen in -^d^^ 

Drug Rastxstance Gene < ; ransferrin „ Polylys in- und 

— zusan^en « 

Low Densxty-Lxpopro Transfe lrtxon von 

Adenovirus-Konjugaten fur ^ ^ ^gigkext: 

Tumorzellen ( MelanOMellen > Kann in vorversuchen 
von der spezxfx ^ d fQr den spez iellen 

enni^elt warden, welcher 9 Tumorzellty geeignet 
Anwendungsfall fiir den jewexlxg 
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Es ist auch mSglich, zwei oder mehr verschiedene 
Nukleinsauresequenzen in die Zelle einzubringen, z.B. 
ein Plasmid, enthaltend cDNAs, kodierend fUr zwei 
verschiedene Proteine, unter der Kontrolle von 
geeigneten regulatorischen Sequenzen, oder zwei 
verschiedene Plasmidkonstrukte, enthaltend verschiedene 

CDNAs - 

Zu therapeutisch wirksamen inhibierenden Nukleinsauren, 
die zum Zweck der Inhibierung spezifischer Gensequenzen 
in die Zelle eingefuhrt werden, zahlen Genkonstrukte, 
von denen Antisense-RNA oder Ribozyme transkribiert 
werden. Ferner ist es auch mtiglich, Oligonukleotide, 
z.B. Antisenseoligonukleotide, in die Zelle 
einzubringen. Antisenseoligonukleotide umfassen 
vorzugsweise 15 Nukleotide oder mehr. Gegebenenf alls 
kSnnen die Oligonukleotide multimerisiert sein. 
Ribozyme werden vorzugsweise als Teil eines 
Genkonstrukts, das stabilisierende Genelemente, z.B. 
tRNA-Genelemente, enthalt, in die Zelle eingefiihrt. 
Genkonstrukte dieses Typs sind in der EP A 0 387 775 
geoffenbart. Inhibierende Nukleinsauren und deren 
Wirkmechanismen sind dem Durchschnittsf achmann 
gelSufig; diesbezuglich wird auf die Ubersichtsartikel 
von Helene und Toulme, 1990, und Takayama und Inouye, 
1990, sowie die darin zitierten Referenzen verwiesen. 

AuBer NukleinsSuremolekulen, die Gene, z.B. virale 
Gene, aufgrund ihrer Komplementaritat inhibieren, 
konnen auch Gene mit anderer inhibierender Wirkung 
verwendet werden. Beispiele dafur sind Gene, die fur 
virale Proteine kodieren, die sog. transdominante 
Mutationen haben (Herskowitz, 1987). Expression der 
Gene in der Zelle liefert Proteine, die das 
entsprechende Wildtypprotein dominieren und auf diese 
Weise die Zelle, die zellul&re Immunitat erwirbt, 

ERSATZBLATT 



PCT/EP92/02234 

WO 93/07283 

52 ' 

.„ die virusreplikation verhindern. 

Geeignet sxnd trans* ^ und Expressi on 

Protexne, die fur 01 f ^ Re v-Mutanten, 

erf orderXich sind j£ Gag- 

von denen gezexgt wurde, d ^ ^ l989; 

inhibieren (Trono et al., l yB *' 
Malxm et al., 1989). 

- cri anauna intrazellularer 
Ei n anderer v I «• 

Iro ,„nitat u,f.Bt B^ssi ^ viraies protein 

aie Bindungsstel le xur - (suUenger et 

enthalten, z.B. sog. 



1990). 



. Bahrcen der somatischen Gentherapie 

Bersprele fur ui R vor liegenden 

— * « r^s^X ton GenRonstrukten in die 
Bandung *J-£^»* _ sind Factor VIXI 
Zelle eingezchleust wer Faktor 

(Hanophilie »). (siahe z.B Wo 

B CH^opMUa B, U _ yaierio M ^ 

Adenosindeamlnase (SCID). > (sie he z.B. 

lM 4). =-1 Antrtr^sin Lrosl. 
Ciliberto et al., 198=) ( iehe Z . B . 

tt ans,nen*rane conductance regulator 9^ J 
^dan et al.. 1989). Oiese Be^ele Stella 
keinerlei BeschrSnkung dar. 

BazBgUcn dar Or.Be dar — ^ 

in r° r^r ~ .„ 

vorliegenden Erf xnaung ^ e±nes ein 

einer CraBenordn^ ^<^ flBM) bis ca . 50 kb und 

R Tt^r ^e rt werden; kXeinere 
d aruber xn O ligonukleotide 
Nukleinsauremolekule konnen a 

angewendet wer den. 

■ 
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Es ist offensichtlich, daB gerade aufgrund der 
Tatsache, daB die vorliegende Erfindung keinerlei 
Beschrankungen hinsichtlich der Gensequenz unterliegt 
und daB mit Hilfe der Erfindung auch sehr groBe 
Genkonstrukte transportiert werden kdnnen, breiteste 
AnwendungsmGglichkeiten gegeben sind. 

Ausgehend von der Nukleinsaure wird die NukleinsSure- 
affine Substanz, vorzugsweise eine organische 
polykationische Substanz, bestimmt, die die 
Komplexierung der Nukleinsaure gewahrleistet, die 
erhaltenen Komplexe sind vorzugsweise im wesentlichen 
elektroneutral. Wenn die Komplexe neben dem 
endosomolytischen Konjugat ein Konjugat aus einem 
Internalisierungsfaktor und einer Nukleinsaure-af finen 
Substanz enthalten, wird der Kationenanteil beider 
Kon jugate hinsichtlich des Aspekts der 
Elektroneutralitat in Betracht gezogen. 

Im Zuge von fruheren Erfindungen war festgestellt 
worden, daB ein Optimum fQr den Import von Nukleinsaure 
in die Zelle erzielt werden kann, wenn das VerhSlnis 
Konjugat: Nukleinsaure so gewahlt wurde, daB die 
Intemalisierungsfaktor-Polykation/Nukleinsaure- 

Komplexe weitgehend elektroneutral waren. Es wurde 
festgestellt, daB die Menge der in die Zelle 
aufgenommenen NukleinsSure-Menge nicht verringert wird, 
wenn ein Teil der Transferrin-Polykation-Kon jugate 
durch nicht-kovalent gebundenes Polykation ersetzt 
wird; in bestimmten Fallen kann sogar eine 
betrachtliche Steigerung der DNA-Aufnahme erreicht 
werden (Wagner et al., 1991a). Dabei war beobachtet 
worden, daB die DNA innnerhalb der Komplexe in zu 
toroiden Strukturen mit einem Durchmesser von 
80 - 100 nm verdichteter Form vorliegt. Die Menge an 
Polykation wird somit im Hinblick auf die beiden 
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_ a1 .- tat und Erzielung einer 
Parameter ^^^Zt.i aie Me n,a . 
to »pak t en <^J^Z* - f dla E«iexu„ 9 der 
P olvka t l=n «- »=h - * fler Nukleinsaure 

Elektroneutralitat aus 4 ^aktierung der DNa 

ergibr, im allgemeinen auoB ei 



Ausfuhrungsform der Erfxnau 9 koV alent- 

— I 0 ™ OT ala I- Nuklelnsaure-a^lnen 
Verbinaungsfaktor. also a 

Koniuaaten, sein konnen. 
Substanz in den Konjuga . ist 

d aB das endosonolyriscbe Mitral freies 

Hassan dla Ko^exe ^ Fall . a aB ein 

xn^allslsrungs.aktor-Kon.uga, 

endoso» ly tlsches aieseB Konjuga t 

wira . 1st die ^™;^ einsaB mi t sine* 
to »pleriert. Ltemalisierungsfaktors. 

Konjugat eines """f^^ gebunde nan "freien- 
Me Auswahl von ^oht-kovalenr g ^ 
. «ffinen substanzen nacb srr unu 

auBerdem auf das «Mjug ^ entha itene 
abgestimmt, wobea. vor alien, a 

berucksichtigen isr. ist 
Verbindungsfektor zu be ^ ^ ^ ^ nur 

verbzndu^aktor ^ ^ 8ufMei «. let as 

germge Fahigkeit Inte rnalisierung der 

» Hinbllck auf aina solche DNR . af f ma 

Kcplexe a. die diese Eigensc haft in 

Substanzen einzusetzen, an. 

starker ausgepragtem MaB besitzen. 1st der 

starnex a * Nu kleinsaure 

Verbindungsfaktor selbst exne N ^ ^ 

k ondensierende Substanz und wxrd ber ^ 

. , * o-Ffiziente internalisierung 
im Hinblick auf effxzxent insaure bB wirkt, 

ausreichende Kompaktierung der Nuklems 
ausxt: . ^ MnVT^insSure-af fine 

wi rd zweckmaBigerweise erne Nukleinsau 



* 
* 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



55 

■ 

Substanz verwendet, die aufgrund anderer Mechanismen 
eine Steigerung der Expression bewirkt. 

Zu den im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeigneten 
nicht-kovalent gebundenen NukleinsSure-af f inen 
Substanzen zaihlen Verbindungen mit der FMhigkeit, 
Nukleinsaure zu kondensieren und/oder diese vor 
unerwunschtem Abbau in der Zelle zu schiitzen, 
insbesondere die bereits angefuhrten Substanzen 
polykationischen Charakters. Eine weitere Gruppe 
geeigneter Substanzen sind solche, die durch Bindung an 
die Nukleinsaure eine Verbesserung deren 
Transkription/Expression bewirken, indem sie die 
Zuganglichkeit der Nukleinsaure fiir die 
Expressionsmaschinerie der Zelle verbessern. Ein 
Beispiel fiir eine solche Substanz ist das chromosomale 
Nicht-Histon- Protein HMG1, von dem festgestellt wurde, 
daB es die FShigkeit aufweist, DNA zu kompaktieren und 
in der Zelle zur Expression zu bringen. 

Bei der Bestimmung des molaren VerhSltnisses von 

endosomolytischem Mittel und/oder 
Internalisierungsfaktor/Nukleinsaure-affine 

Substanz/Nukleinsaure(n) ist zu beriicksichtigen, daB 

Komplexierung der NukleinsSure(n) stattfindet und 

gewShrleistet ist/ daB der gebildete Komplex an die 

Zelle gebunden, in die Zelle befSrdert wird und daB er 

entweder von selbst oder mit Hilfe des 

endosomolytischen Mittels aus den Endosomen freigesetzt 
wird. 

Das jeweils gewShlte Verhaitnis 

Internalisierungsfaktor/Verbindungsfaktor/NukleinsSure 

richtet sich vor allem nach der GroBe der 
Polykationmolekiile sowie nach der Anzahl und Verteilung 
der positiv geladenen Gruppierungen, Kriterien, die auf 
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Gr6 Be una Strufctur der au b str 8 gt 
» u!t leinsaureCn, abgestian* werden. Vorzugswe 

das molare VerhSltnis . ff me substanz 

In temalisierungsf aktor = NuRle.nsaure-aff.na 

•ca. 10:1 bis ca. 1:10. 

Bastiomung Konjugat(e) :DNA Kann mit Hilfe 

op^en vernal^ss^ a 9 usierimgs£aktor . 

^ .^tZ -den. der gegebenenfalls 
Konjugat-Snteils d Sut>st anz ersetzbar 1st. 

durch freia KuKleznsaure -affzne S ^ 

» Falle der Verwendung von ^aure- 
vaxbindungsf a«or al-ucb a s ^ 

affine Substanz konnen axe rux* 
verschieden sein. 

Far die AusfOhrungsfora ^J^^^L 
jugate zur — g ~ s ^ ses der in den 
Methc.de zur Bast.nu.ung des Verb ^ 

, M *haltenen Koaponenten darin, 
Komplexen cankonstrukt zu definieren 

die zelle zu ™P°" ie ~" ein virus Oder eine 
„„d, »ie Oban besohrzeben. em V. 

vitu s to »ponente zu finden. as ba - d~fur ^ 
c^rielle Transfektion geexgnet xst. 
i: oal axe vxruskcponen^e an .as Pol^xon 
geb unden und 1* - Genkonstruk* 

u ^ v «n exner def inxerten Menge an vxralem 
r 9 T/kZen ^rationen durchgefUhrt werden, inde* 
Kon 3 ugat konnen (konstante n) Konjugatmenge 

die Zxexzellen ^^ZL***- Handel, werden, 

Oder umgekehr*. Auf dxe ermittelt . B ei Verwendung 

Verhaltnxs DNA : Vxrus-Konj ugat ermxttelt. 

verhaltnx Interna iisierungsfaktors wxrd z.B. 

exnes zus einer konstan ten DNA- 
so vorgegangen, dafi ausgenei _ ._ 

Tange durob Titrationen das optiaale Verhaltnas 
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zwischen Virus-Konjugat und Internalisierungsf aktor- 
Konjugat bestimmt wird. 

Die Komplexe k6nnen hergestellt werden, indem die 
Komponenten i) NukleinsSure, ii) virales Konjugat, 
gegebenenf alls iii ) 

Internalisierungsfaktor/Verbindungsfaktor-Konjugat und 
gegebenenf alls iv) nicht-kovalent gebundene 
NukleinsSure-affine Substanz, die jeweils in Form 
verdunnter L6sungen vorliegen, gemischt werden. Im 
Falle der Verwendung von Polykationen als 
Verbindungsfaktor und gleichzeitig als "freie" 
Polykationen ist es im allgemeinen zweckmSBig, zuerst 
eine Mischung von Konjugaten mit freien Polykationen 
herzustellen und diese Mischung mit DNA zu vereinigen. 
Dabei wird das optimale Verhaltnis von DNA zu 
Konjugat (en) und Polykationen durch 
Titrationsexperimente, d.h. in einer Reihe von 
Transfektionsexperimenten mit konstanter DNA-Menge und 
zunehmender Menge an Konjugat(en)/Polykationenmischung, 
bestimmt. Das optimale Verhaltnis von 
Konjugat (en): Polykationen in der Mischung kann mit. 
Hilfe von Routineexperimenten bzw. aus dem Vergleich 
der optimalen VerhSltnisse der in den 

Titrationsexperimenten eingesetzten Mischungen erhalten 
werden. 

Die Herstellung der DNA -Komplexe kann bei 
physiologischen Salzkonzentrationen erfolgen. Eine 
weitere Moglichkeit besteht im Einsatz hoher 
Salzkonzentrationen (etwa 2 M NaCl) und anschlieBende 
Einstellung auf physiologische Bedingungen durch 
langsames Verdunnen bzw. Dialyse. 

Die jeweils am besten geeignete Reihenfolge fiir die 
Mischung der Komponenten Nukleins^ure, Konjugat(e), 
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^einsaure-affine - „ sich „ ls 
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• ^faktor-Polykation-Konjugate, die 

ge»eins- »it fxe zur Anwendung 

=T^1 - ~ — t . «ag 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



59 

wird auf die Offenbarung der EP 388 758 Bezug genommen. 

Die Konjugate k6nnen auch hergestellt werden, indem ein 
Glykoprotein, z.B. Transferrin, und der 
Verbindungfaktor uber eine oder mehrere 
Kohlenhydratketten des Glykoproteins miteinander 
verbunden sind. Solche Konjugate sind im Gegensatz zu 
den mittels herkommlicher Kopplungsverf ahren 
hergestellten Konjugaten frei von Modif ikationen, die 
von den verwendeten Linker subs tanzen stammen. 
Diese Konjugate weisen im Falle von Glykoproteinen, die 
nur eine oder wenige fiir die Kopplung geeignete 
Kohlenhydratgruppen aufweisen, z.B. Transferrin, 
auBerdem den Vorteil auf, daB sie hinsichtlich ihrer 
Bindungsstelle Glykoprotein/Verbindungsf aktor exakt 
definiert sind. 

Die Menge an eingesetztem endosomolytischem Mittel bzw. 

dessen Konzentration richtet sich nach der im einzelnen 

vorgenommenen Transfektion. Es ist zweckmaBig, die 

Mindestmenge an Virus bzw. Viruskomponente einzusetzen, 

die erforderlich ist, urn die Internalisierung von Virus 

und Nukleinsaure-Komplex und die Freisetzung aus den 

Endosomen zu gewahrleisten. Die Menge an 

Virus ( konj ugat ) wird auf den jeweiligen ZelltyP 

abgestimmt, dabei ist vor allem die Infektiosiirat des 

Virus fur diesen Zelltyp zu berucksichtigen. Ein 

weiteres Kriterium ist das jeweilige 
Internalisierungsfaktor-Verbindungsfaktor-Konjugat, 

insbesondere hinsichtlich des Internalisierungsf aktors, 

fiir den die Zielzelle eine def inierte Anzahl yon 

Rezeptoren aufweist. AuBerdem richtet sich die Menge an 

Virus (konj ugat) nach der Menge der zu importierenden 

DNA. Fur eine stabile Transfektion, fiir die nur eine 

geringe DNA-Menge erforderlich ist, ist im allgemeinen 

eine kleine Menge an Virus ausreichend, wahrend fiir 
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Transition. £ur die groBere DNA- 
eine transients Tr * Ml ei „geset*te virus-enge 
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die Verabreichung kurz hxnterexnana 
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moglichst gleichzeitigen Kontakt der Zelle mit den 
Komponenten zu gewahrleisten. Im Falle der Verwendung 
von freiem Virus in einer gesonderten Zubereitung, kann 
die gleichzeitige Verabreichung der Viruspraparation 
mit den Komplexen dadurch gewahrleistet werden, daB die 
Viruspraparation Bestandteil des Transf ektionsmediums 
1st, das den NukleinsSure-Komplex enthait. Im Falle der 
gleichzeitigen Verabrechung von freiem Virus werden die 
NukleinsSure-Komplexe und die Viruszubereitung vor der 
Anwendung gemischt. 

4 

I • 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des 

erf indungsgemaBen Verf ahrens wird das endosomolytische 

Mittel als Bestandteil eines Kombinations-Komplexes 

eingesetzt. 

Urn die Genexpression zu verstSrken, konnen die 

erf indungsgemaBen Zusammensetzungen auch wiederholt 

angewendet werden. 

i 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform sind die Zellen 
primSre Tumor zellen. In einer besonders bevorzugten 
Ausfiihrungsform ist die Nukleinsaure eine DNA f die eine 
oder mehrere Sequenzen enthait, die fUr eine 
immunmodulierende Substanz, vorzugsweise ein Zytokin, 
kodieren. 

In einer weiteren Ausf iihrungsform sind die Zellen 
Myoblasten, vorzugsweise primare Myoblasten. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform sind die Zellen 
Fibroblasten, vorzugsweise primare Fibroblasten. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform sind die Zellen 
Hepatozyten, vorzugsweise primare Hepatozyten. 
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IO einer »e it exe„ — — «" ^ 

primare Endothelzellen. 

AusfOhrungsform sind die Zellen 
in einer weiteren Ausfunrung 
primare Atemwegsepithelzellen. 

In einer weiteren Ausf^ungsform sind die Zeiien T- 

In e tn ex weiteren — «« " 

Zellen. 

• t die erfolgreiche Transfektion mit Hilfe 
Tabelle 1 zeigt die err y ve rschiedener 

, „ Fffindung am Beispiex 
der vorliegenden Ertmau y 

Zelltypen. 

SRe zusammensetzung wurde auch bei der 
Die erf indungsgemaBe Zusanun ibroblast en 
Transfektion von Hunde-Hamophilxe ^ B _ Galaktosidase 

untersucht. Sowohl Luclfer ^ exprimiert werden. 

— - ^Ts^^ — , - die 1.4 Hunde- 
Au Berdem wurde das Sys ^ einzubrin gen. 

Faktor IX cDNA in diese stun den nach 

Mitels Sandwich-ELISA konnte Faktor 
der Transfektion nachgewiesen werden. 

rll-n ist es zweckmaSig, zusatzlich zum 
xn -oestimmten Fallen s matrope substanz zu 

^r/"- endosomolvtiscbe Mittel ein 
Ct^ugat oder ein Retrovir* > ist ^eren^ 
endosomolytische Aktivitat nicht stnkt 
abhangig 1st. 

den Aooa Substanzen zahlen 

und Magnusson, 198^5). 
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Chloroquin, Monensin, Nigericin und Methylamin. Es 
konnte gezeigt werden, dafl Monensin eine Steigerung der 
Reportergenexpression im Falle der Anwendung von 
Moloneyvirus hervorruft. Es konnte gezeigt werden, daB 
die Gegenwart von Chloroquin in praktisch 100 % von 
K562-Zellen zur Expression eines Reportergens fiihrt, 
das durch Transferrin vermittelten DNA- Transfer in die 
Zellen eingebracht wurde. BNL.CL2 oder HepG2- 
Hepatozyten reagierten nicht so gut auf Chloroquin wie 
die K562-Zellen, konnten jedoch in §inem AusmaB von 5 
bis 10 % transfiziert werden, wenn die 
endosomolytischen Eigenschaf ten von zugegebenem 
replikationsdefektem oder chemisch inaktiviertem 
Adenovirus ausgenutzt werden. 

Mit Hilfe der vorliegenden Erfindung werden die 
Vorteile der biologischen Vektoren verstarkt. Aufgrund 
der Vertei lung der Rezeptoren gibt es einen Tropismus 
sowohl fur Internalisierungsfaktor als auch fur das 
Virus. Durch Abstimmung dieser beiden Komponenten auf 
die jeweilige Zellpopulation ist eine erhfthte ^ 
Selektivitat erreichbar, die vor allem bei der 
therapeutischen Anwendung der vorliegenden Erfindung 
zum Tragen kommt. Diesem Aspekt kommt besondere 
Bedeutung bei der therapeutischen Anwendung der 
vorliegenden Erfindung in der Lunge zu, weil die 
unterschiedlichen Zellpopulationen in der Lunge 
unterschiedliche Rezeptoren aufweisen, was die 
Konstruktion von Vektoren mit hoher Bindungsaf f initat 
fur eine bestimmte Zellpopulation, z.B. fiir die 
bewimperten Zellen der Atemwege, erfordern kann. Als 
Liganden kommen z.B. Lectine in Betracht. Die 
Konstruktion solcher Kon jugate erfordert u.a. die 
Best&tigung der Bindungseigenschaften eines Liganden- 
Kandidaten in der Konjugat-Konf ormation. Diese 
Bestatigung kann z.B. mit Antikorpern gegen den 
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Trans fektionskits vor, der ebenfalls Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung ist. Der Trans fektionskit der 
vorliegenden Erfindung umfaBt einen TrSger, der einen 
Oder mehrere Behalter, wie RGhrchen, FlSschchen oder 
Shnliches enthSlt, die die fiir die Transfektion der 
hdheren eukaryotischen Zelle entsprechend der 
vorliegenden Erfindung erf order lichen Materialien 
enthalten. In einem solchen Transfektionskit kann ein 
erster Behalter ein oder mehrere verschiedene DNAs, 
z.B. kodierend fur verschiedene Antigene, enthalten. 
Ein zweiter Behalter kann ein oder mehrere verschiedene 
Internalisierungsfaktor-Konjugate enthalten, wobei die 
Anwendung des Trans fektionskits in Form eines 
Baukastensystems ermoglicht wird. Ob die Bestandteile 
als gebrauchsfertige Zubereitung oder getrennt 
vorliegen, urn unmittelbar vor der Verwendung gemischt 
zu werden, hSngt neben der spezifischen Anwendung von 
der Stabilitfit der Komplexe ab, die routinemSBig in 
Stabilitats tests untersucht werden kann. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform befindet sich ein 
Transglutaminase-gekoppeltes Adenovirus -Polylysin- 
Konjugat, das sich als lagerstabil erwiesen hat, in 
einem der Behalter eines Kits. In einer weiteren 
bevorzugten Ausfuhrungsform liegen biotinyliertes 
Adenovirus und Streptavidin-Polylysih in getrennten 
Behaltern vor und werden vor der Anwendung gemischt. 
Unter Ausnutzung der Flexibility der Erfindung kann 
der Durchschnittsfachmann zahlreiche verschiedene 
Transfektionskits entwickeln. 

Die therapeutische Anwendung der erf indungsgemSBen 
Zusammensetzung als pharmazeutische Zubereitung kann 
systemisch erfolgen, dabei wird die intravenose Route 
bevorzugt. Zielorgane fiir diese Anwendungsform sind 
'z.B.. Leber, Milz, Lunge, Knochenmark, sowie Tumore. 
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Beispiele far die lokale Anwendung sind das 
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Transfektionsmedien, die die besten Ergebnisse zeigten, 
enthielten Kombinations-Komplexe von biotinyliertem 
Adenovirus, Trans f err in-Polyly sin und Streptavidin- 
Polylysin. AuBer den Reportergenprodukten Lucif erase 
und B-Galaktosidase wurde Faktor VIII in den 
Muskelzellen exprimiert. AuBerdem wurde das 
Huhneradenovirus CELO in Kombinations-Komplexen, die 
Weizenkeimagglutinin als zusStzlichen 
Internalisierungsfaktor enthielten, eingesetzt. 

Die therapeutische Anwendung kann auch ex vivo 
erfolgen, wobei die behandelten Zellen, z.B. 
Knochenmarkszellen, Hepatozyten Oder Myoblasten in den 
Korper riickgefiihrt werden, z.B, Ponder et al., 1991, 
Dhawan et al., 1991. Eine weitere ex vivo Anwendung der 
vorliegenden Erfindung betrifft sog. Krebsvaccine. Das 
Prinzip dieses therapeutischen Ansatzes besteht darin, 
Tumorzellen von einem Patienten zu isolieren und die 
Zellen mit einer fUr ein Zytokin kodierenden DNA zu 
trans fizier en. In einem nachsten Schritt werden die 
Zellen gegebenenf alls inaktiviert, z.B. durch Strahlen, 
und zwar derart, daB sie sich nicht langer vermehren, 
aber noch iminer das Zytokin exprimieren. Dann werden 
die genetisch veranderten Zellen dem Patienten, dem s±e 
entnommen wurden, als Vaccin verabreicht. In der 
Umgebung der Impfstelle aktivieren die sezernierten 
Zytokine das Immunsystem, u.a. indem sie zytotpxische 
T- Zellen aktivieren. Diese aktivierten Zellen konnen 
ihre Wirkung in anderen Teilen des Kbrpers ausuben und 
greifen auch nichtbehandelte Tumorzellen an. Auf diese 
Weise wird das Risiko von Tumorrezidiven und 
Metastasenentwicklung verringert. Eine fiir die 
Anwendung von Krebsvaccinen fiir die Gentherapie 
geeignete Vorschrift wurde von Rosenberg et al-, 1992, 
beschrieben. Statt der von Rosenberg vorgeschlagenen 
retroviralen Vektoren kann das Gentransf ersystem der 
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* r, Erfindung verwendet werden. In den 
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Genen induziert wurden. Jedoch sterben die Zellen, die, 
das Antigen ca. einen Tag lang effizient exprimieren, 
aufgrund des lytischen Wirkung von Vaccinia. Diese 
Schwierigkeiten konnen mit Hilfe von "CTL Killing 
Assays" uberwunden werden, die das Gentransfer system 
der vorliegenden Erfindung verwenden, urn fur Antigene 
kodierende DNA in die Zelle einzuf iihren, z.B. urn 
Konstrukte, kodierend fiir HIV- oder Tumor antigene, in 
Fibroblasten einzufiihren,- urn diese das Antigen 
exprimieren zu lassen. Primare Fibroblasten kGnnen 
leicht aus Biopsien gewonnen werden, sind leicht zu 
zuchten land haben sich als besonders effizient (ca. 50 
bis ca. 70 %) mit Hilfe der vorliegenden Erfindung 
transf izierbar erwiesen. Solche Assays sind nutzlich, 
urn, im Hinblick auf die Entwicklung von Vaccinen, 
Epitope zu identifizieren, die von Killerzellen erkannt 
werden. AuBerdem k6nnen sie vorteilhaf terweise 
angewendet werden; urn die HLA-beschrSnkte Immunantwort 
einer Person gegen ein bestinuntes Antigen zu bestimmen. 

Aufgrund der groBen Menge, in der die mit Hilfe der 
vorliegenden Erfindung transportierten Gene in 
praktisch alien Zellen exprimiert werden, kann die 
Erfindung auch verwendet werden, urn rekombinante 
Proteine zu produzieren. Auch in diesem Fall gibt es 
keine oder nur geringe Beschrankungen beziiglich der 
Sequenz bzw. der Gr5Be der trans ferierten DNA, ferner 
gibt es ein breites Spektrum von Zelltypen, die mit der 
erfindungsgemaBen Zusammensetzung transf izierbar sind. 
Es kann daher beinahe jeder Zelltyp fur die Herstellung 
rekombinanter Proteine verwendet werden, der 
gewfihrleistet, daB das rekombinante Protein in 
naturgetreuer und in vollstandig modif izierter post- 
translational prozessierter Form, die die hohe 
biologische Aktivitfit des Produktes sicherstellt, 
produziert wird. 
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Fig. 1: Wirkung der Adenovirus-Infektion auf den 

Gentransfer mittels Transf errin-Polylysin- 
Konjugaten 

Fig. 2: Konjugat-DNA-Komplex-Dosisef f ekt 

Fig. 3: VerstSrkung des Transf errin-Polylysin- 

vermittelten Gentransfers durch Adenoviren 
erfolgt iiber Rezeptor-vermittelte Endozytose: 

A) Wirkung auf komplexierte DNA 

B) Wirkung auf Rezeptor-gebundene DNA 

C) Wirkung auf Gentransfer mittels 
Transf errin-Polylysin-Konjugaten 

Fig. 4: Wirkung der Adenovirus- Infektion auf den 

Gentransfer mittels Transf errin-Polylysin- 
Konjugaten in ausgew&hlten Zellinien 

Fig. 5: Untersuchung, ob die VerstSrkung der 

Genexpression auf Ebene des Gentransports oder 
auf Transaktivierung beruht 

Fig. 6: Tetra-Galaktosepeptid-Polylysin-Konjugat 

Fig. 7: Transf ektion von HepG2-Zelleri mit pRSVL-DNA- 

Komplexen in Gegenwart von Adenovirus 

Fig. 8: Transf ektion von HepG2-Zellen mit pCMVL-DNA- 

Komplexen in Gegenwart von Adenovirus 

Fig. 9: Transf ektion von TIB73-Zellen mit pCMVL-DNA- 

Komplexen: 

A) Vergleichswerte mit Chloroquin 

B) in Gegenwart von Adenovirus 

Fig. 10: Import von pCMVL-DNA in T-Zellen in Gegenwart 

von Adenovirus: 

A) H9-Zellen 

B) primare Lymphozyten 

Fig. 11: UV-Inaktivierung von Adenoviren: 

A) Verstarkung des Gentransfer-Ef fekts in 
HeLa-Zellen durch UV-inaktivierte Viren 

B) Vergleich der UV-Inaktivierung mit dem 
Gent rans f er - E f f ekt 

Fig. 12: Inaktivierung von Adenoviren durch Formaldehyd 
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Fig. 14: 



Fia 13- TrBnsfektionvonKIH3T3-zeUenn.it 

Transferrin-Polylysin-DNA-KonpleKen in 

Untersuchung, ot> aer eenr 

der TransfeKtion von NlH3T3-ZeUen ■* 
T^ferrin-Poiylyein-^A-Ko-Plexen auf 

^loney-virus -i- ^ 

Fis . 15= Weohse^irkungen Gentra nsfer- 

seinem Rezeptor sprelen fur a 
Effekt von Holoney-Virus eine Roll, 
'"ft, aes pH-Werts auf aen oentransfer- 



Fig- 16: 



Fffekt von Retroviren 

Stuenza-H^glutinin-Peptia, lip-— 

Leakage-Assay transferrin- 
Transfektion von K562-Zellen rait Transferr 

Polylysin-Konjugaten in Gegenwart von 
Xnfluenzapeptoxl Transfe rrin- 

Fig . 19: Transfektion von HeLa ;^ nwart von 

Polylysin-Konjugaten xn Gegenwarr 

^r^id-Polylysin-Konjugat 
Influenzapeptia-roxyx* 

J* Tr ansferrin-Polylysin-pCMV-B-gal-DN A 

Gegenwart von Adenovirus 
in situ B-Galaktosidaseexpression xn HeLa 

zellen in Gegenwart von Adenovirus 
Zelien in y oinem 48 kb Cosroid 

m „„foiftinn von Zellen mit exnem 
Fig. 22: Transfektion vo H ela-Zellen. 

in Gegenwart von Adenovirus. A. He 



Fig- 17s 
Fig. 18: 



Fig. 21: 



Fig. 23: 
Fig. 24: 
Fig. 25: 
Fig. 26: 



n- Neuroblastomzellen 

Heratellung von M enovirus-Polylysin auron 

chemische Kopplung 

ir^-zellen rait chemxsch 
Transfektion von K562-Zeiien 

aekoppelten Adenovirus-Konjugaten 

gekoppex ueLa-Zellen mit chemisch 

Transfektion von HeLa ^enei 

aekoppelten Adenovirus-Konjugaten 

geutuyf adenovirus raittels 

Bindung von Polylysm an Adenovi 
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Transglutaminase 
Fig. 27: Transfektion von Maus-Hepatozyten mittels 

Transglutaminase-gekoppelten Adenovirus- 

Polylysin-Konjugaten 
Fig. 28: Verstarkung der Transf ektionsef f izienz durch 

Transglutaminase-gekoppelte Adenovirus- 

Polylysin- Kon jugate im Vergleich zu nicht-. 

gekoppeltem Virus 
Fig. 29: Transfektion von HeLa-Zellen mit Biotin- 

Streptavidin-gekoppelten Adenovirus-Konjugaten 
Fig. 30: Transfektion von K562-Zellen mit Biotin- 

Streptavidin-gekoppelten Adenovirus -Konjuga ten 
Fig. 31: Transfektion von Neuroblastom-Zellen mit einem 

48 kb Cosmid mittels Biotin-Streptavidin- 

gekoppelten Adenovirus -Konjugaten 
Fig. 32: Transfektion von Hepatozyten in Gegenwart von 

Chloroquin oder von Adenovirus 
Fig. 33: Transfektion von K562-Zellen in Gegenwart von 

verschiedenen endosomolytischen Mitteln 
Fig. 34 s Vergelich der Transf ektionsprotokolle auf 

zellularer Ebene mit B-Galaktosidase als 

Reportergen in Gegenwart verschiedener 

endosomolytischer Mittel 
Fig. 35: Langzeit-Lucif eraseexpression in konfluenten, 

nicht-teilenden Hepatozyten 
Fig. 36: Expression in HeLa-Zellen, transf iziert in 

Gegenwart von f reiem und iiber Biotin- 

Streptavidin an Polylysin gebundenes CELO- 

Virus 

Fig. 37: Transfektion von Myoblasten und Myotuben in 

Gegenwart von f reiem und Uber Biotin- 
Streptavidin an Polylysin gebundenes 
Adenovirus 

Fig. 38: Transfektion von primSren Myoblasten- und 

Myotubenkulturen 
Fig. 39: Vergleich von Adenovirus dl3l2 und CELO-Virus 
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b ei aer Transition von HeLa-Zalien una 

C2Cl2-Myoblasten C EL0-Virus 
F .„ 40 . verbesserung der Transfektxon mxt CELO 

Fig. 40. vex«« L ectin-Liganden 

aurch Verwanaung aines ^ ^ 

Fig. 41= Expression azne r 



Fig. 43: 
Fig. 44: 



Expre&sxu« 

„o. verstarkung des DNA-Transporx.* 
Fl9 - Tanovirus-Protaina. M HaLa-zeUan.B= 

Fibroblastan Kon iugate for aen 

Galaktose-Influenzapeptza-Konjuga 

EH * Transport in fur den Dia 

Galattoss-Aaanovirus-Konjugata fur 

•transport in Hapatozytan 

<„,- in B-lvmphoblastoiae B-Zelien 
M- «« " ' ^ £e rrin-Polylysin in 

Fig. 46= ONA-Transfer art Trans 

Gaganwart von Khinovzrus. A. « 
Jnovirus. B= Konjugisrtes ^rnovrrus 
Transition von priaaren hOT ^\ 
„ala*o»zaUa» ait Koabinations-Koapiesan 
enthaltana Transferrin- una Aaenovrrus 
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Kon jugate 

Fig. 48: 



TransfeXtion von prison »«anan 
Malanoazelien ait ^^^T^Z 

antbaltena U*- una 
Fig 49: Genttansfer in Aten»egseprthelzellen 

. Batten in vivo 8Bphip athis=hen 
Liposomen Leakage *ss>a X 

Peptiden amD hipathischen 
Erythrozyten Leakage Assay «xt amphip 

Peptiden Gegenwart 
Transfektion von BNL CL.2 Zexx 

a^phipathischer Peptide Gegenwart von 

Transfektion von NIH3T ^exxeu 
amphipathischen Peptiden 

- ™ ^rarir^art versebieaener 



Fig- 50: 
Fig. 51: 
Fig. 52: 
Fig- 53: 
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endosomolytischer Mittel 

ML 

In den folgenden Beispielen, die die vorliegende 
1 Erfindung illustrieren, wurden, sofern nicht anders 

angegeben, die folgenden Materialien und Methoden 
verwendet: 

Herstellung von Transferrin-Polylysin/DNA-Komplexen 

a) Humantransferrin-Polylysin-Kon jugate 

Es wurde die von Wagner et al., 1991b, beschriebene 
Methode verwendet, bei der die Kopplung von Polylysin 
an die Kohlenhydratseitenketten des Transferrins. 

erfolgt. 

Eine Losung von 280 mg (3,5 pmol ) humanem Transferrin 
(eisenfrei, Sigma) in 6 ml 30 mM Natriumacetatpuf fer, 
pH 5, wurde auf 0*C gekuhlt und 750 pi 30 mM 
Natriumacetatpuf fer pH 5, enthaltend 11 mg (51 pmol) 
Natriumperiodat hinzugefugt. Die Mischung wurde im 
Eisbad 90 min lang im Dunklen stehen gelassen. Zur 
Entfernung der niedermolekularen Produkte wurde eine 
Gel filtration durchgefuhrt (Sephadex G-25, Pharmacia), 
die eine Losung mit einem Gehalt von ca. 250 mg 
oxidiertem Transferrin (Messung durch Ninhydrinassay ) 
ergab. (Um die oxidierte Form nachzuweisen, die 
Aldehyde enthSlt und bei FSrbung mit Anisaldehyd eine 
Farbreaktion gibt, wurden die Proben auf eine 
Silikagel-Diinnschichtplatte getropft, getrocknet und 
die Platten in p-Anisaldehyd/Schwefels&ure/Ethanol 
(1/1/18) getaucht, getrocknet und erhitzt. ) Die 
modifizierte Transferrin- L5sung wurde rasch (innerhalb 
10 bis 15 min) einer Losung, enthaltend 1.5 pmol 
fluoreszenzmarkiertes Poly(L)Lysin mit einer 

* 
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in 4 .5 al 100 « f us ^von 9 

pH .„ert der M sung elnge stellt. zu 

j. M Natriuabicarbonatpufier * , h 4 portionen 

in AbstSnden von je 1 n « 
der Mischung wurden in Abs rhydrid 

von je 28.5 mg (450 umol) Natriu y Natriumchlorid 

Nach 17 h wurden 2 ml 3 n «« 
binzugefugt. •* » eine Gesa „tkonzentra tl on 

zugefOgt. urn die Reaktlonsmisc hung wurde 

n 75 m zu brxngen* ^ 
^^onenaus .aus^ux. ,P— 

HO no S HR 10/10, " -* 

salzgradienl=en von £75 ^ ^ pH 7.3 

einea Konstanten to „ 2entratio n beia Laden dar 

£r afctionie«. Dxe hob. s £*° war „ esentli ch for 

canle und ab Beginn des Gradient 

Saule una a a polykation -Konjugate. Etwas 

die Gewinnung der PolyKax schwa chen 

r , ca 30 %) zusammen rait emer & 

Transferrin ( ca . 30 ) Durchf iuB; die 

Konjugat elulerte 

Hauptmenge von fluores. i 35 m und 1.9 M 

bei einer Salzzonzentzation ^^^^ 

. . ,„ , n-aktlonen gepoolt. Diese 
und wurde in 3 Fr nation) nach 

exgaben (in der ^- f ° X f ^ pH 7 . 3 eine 

2maliger Dialyse gegen 2 1 " 

rra Ktion A (TfpU90M -* ^^f, „ ^ 

Polylysin, erne Fraktion I V ^ 

von 72 Bg ,o go r ^—™; o : a c 

557 ' m01 T T 85 r 0 l) Translerxin. aodifiziert Bit 
enthaltend 7 ag ( 35 nao ^ ^aen, 

225 naol .olylysin ^ ^ 

sotem sie nzcbt *° £ °£ s ^ sWtl bei . 20 -C in 
ScbocKgefrzeren zn flu-* vo „ E±sen 

*« rora f^TS^ »a«iua=hlorid euf 
wurden Proben (0.5 bis x «a' 
Tine phvsiologiache SalzKenzentratzon (150 aM, 
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Der Eiseneinbau wurde durch Hinzufiigen von 4 pi 10 mM 
Eisen(III)citratpuffer (enthaltend 200 mM Citrat, durch 
Zugabe von Natriumbicarbonat auf einen pH-Wert von 
7.8 eingestellt) pro mg Transferrin-Gehalt vorgenommen . 
Die eiserihaitigen Kon jugate wurden vor ihrer Verwendung 
fur die DNA-Komplexbildung in kleine Aliquots 
aufgeteilt, schockgefroren in fliissigem Stickstoff oder 
Trockeneis/Ethanol und bei -20 °C aufbewahrt. (Diese 
MaBnahme erwies sich als zweckmaBig, nachdem sich 
gezeigt hatte, daB mehrmaliges Auftauen und Einfrieren 
den Verderb der Kon jugate zur Folge hat- ) 

b) Maus-Transferrin-Polylysin-Konjugate 

Es wurde analog der fur Humantransf errin angegebenen 
Methode vorgegangen, indem die Kopplung iiber die 
Kohlenhydratseitenketten vorgenommen wurde. Aus 4.1 mg 
(51 nmol) Maustransferrin und 2.1 mg (34 nmol) pL290 
wurden Konjugate aus 15.5 nmol Maustransferrin und 
13 nmol pL290 erhalten. 

4 

• ♦ 

Plasmid-DNA 
a) pRSVL-DNA 

6 \ig des DNA-Plasmids pRSVL (enthaltend das Photinus. 
pyralis Lucif erasegen unter der Kontrolle des Rous 
Sarcoma Virus LTR Enhancer/ Promoters (Uchida et al., 
1977, De Wet et al., 1987), hergestellt mittels Triton- 
X Lyse Standard-Methode (Maniatis), gefolgt von 

* 

CsCl/EtBr Gleichgewichtsdichtegradienten- 
Zentrifugation, Entfarbung mit Butanol-1 und Dialyse 
gegen 10 mM Tris/HCl pH 7,5, 1 mM EDTA) in 350 \xl HBS 
(150 mM NaCl, 20 mM HEPES pH 7.3) wurden 30 min vor 
Zugabe zu den Zellen mit 12 pg Transf errin-Polylysin- 
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Konjugat in 150 pi HBS gemischt. 
b) pCMV-DNA 

, • A nCMV wurda hergestellt. indem das BotHI- 
DM "Ts Pla^s pSTCX556 (Seveme eta!., 1988) 

t das Plasma It Klenow-rrag»enr .ehandel, und 
r ^uill/sspl sowie Kleno-^ehandelte Frag-* aus 
das Hindlll/sspx Luc if erase kodierende 

dem Plastnid pRSVL, das d.e fur g 

4-v.sit- bzw die fur B-Galaktosidase 
Seguenz enthalt, &zw. uj- , Die 

~* raskev 1989) eingesetzt wurde. u« 
(Macgregor und Caskey, ' vorge nonunen. 

Komplexbildung wurde analog pRSVL vo g 



Herstellung 



von vxrus-Praparationen 



a) Adenovirus-Praparationen 



Es wurde der von .ones und Shenk, 1979, -serene 
es wuxa Deletion in der 

Menovlrus-Sta™ dl3X2 ^ 

EI a-Regionau£»e,st verwen^ erenaen 
Virus vurde in dar Ela-trans K P ln 
zeiUnie 293 durc^uhrr, webai dre 
3r0 Be» MaBsta* durchgefohrr wurde. « von 

Lsell. 1987. ~ f^of ^ Nad. 0.1 * 

^ Lagerpuffer (!00 -1 Tris. pH 8.0 1 

BS .. 50 * Glv 2 erin, odar i, > H f * ,ie 

Bestimmung aer Virion ^ , . ortpn 

• Analvse der extrahierten 

soektrophotoroetrischer Analyse at* 

elxscben Virus-DNA durcbgefUbrt 
^ptische Dichteeinheit (0D, A260) entsp rxcht 10 
vLspartikeln/na; (Chardonnet und Dales, 1970)). 



b) Retrovirus-Praparation 



en 
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Das Moloney-MauseleukSmie-Retrovirus N2 wurde in eine 
ecotropische Verpackungslinie gepackt ( Keller et al., 
1985, Armentano et al., 1987). OberstSnde von Virus 
exprimierenden Zellinien wurden gesammelt, in flxissigem 
Stickstoff schockgefroren und bei -20 °C gelagert. Die 
Uberstande, die in den Beispielen verwendet wurden, 
hatten einen Titer von ca. 106 cfu/ml, der mittels 
Neomycin-Resistenz-Kolonienbildung mit NIH3T3-Zellen 
. gemessen wurde. Fiir die Viruskonzentrierungs- 
Experimente wurden die Uberstande unter Stickstof fdruck 
durch ein 300 Kb Membranf ilter (FILTRON) in einem 
AMICON-Ruhrzell-Konzentrator geschickt. Damit konnten 
norraalerweise 10 - 30 ml Oberstand auf das lOfache 
konzentriert werden. 

Zellen und Medien 

HeLa-Zellen wurden in DMEM-Medium, ergSnzt mit 
5 % hitzeinaktiviertem fotalera KSlberserum (FCS), 
Penicillin zu 100 I.E. /ml, Streptomycin zu 100 pg/ml 
und 2 mM Glutamin, gezuchtet. WI-38, MRC-5, und 
KB -Zellen wurden in EMEM-Medium (Eagle's modified 
essential medium), erganzt mit 10 % hitzeinaktiviertem 
FCS, Antibiotika wie DMEM-Medium 10 mM nicht- 
essentielle Aminosauren und 2 mM Glutamin gezuchtet. 
CFT1, eine respiratorische zystische Fibrose Epithel- 
Zellinie (hergestellt nach der von Yankaskas et al., 
1991, beschriebenen Methode; die CFTl-Zellinie ist 
dadurch charakterisiert, daB sie fur die AF508-Deletion 
CF-Mutation homozygot ist) wurde in Fl2-7X-Medium 
gezuchtet (Willumsen et al., 1989). FUr die 
Gentransfer-Versuche wurden die Zellen in 6 cm 

4 

Zellkulturplatten gezuchtet, bis sie zu ca. 50 % 
konfluent waren (5 x 105 Zellen). Das Medium wurde 
entfernt und 1 ml DMEM- oder EMEM/2 % FCS-Medium 
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♦ 

warden die Konjugat-DNA-Komplexe 

Tos* 1' ^T^ti^/^U., Oder ein 
(0.05 - 3.2 x I" virus-Lagerpu££er 
vexgleiohbares Volun,en von Vrrus gerp ^ ^ 

no . x nie Flatten wurden fur erne 
(1 - 80 ul). Die 3?oc)f danach 

Brutschrank zuruckgegeben ( 5 2^ weiteren 

. * no Komplettmedium zugegeben. Nacn 
wurden 3 ml Zellen gee mtet, um die 

24 h Inkubation wurden d ^ ^ der 

Lucif erase-Genexpressxon Gentrans£e r- 

CFTl-Zellen wurden die Zellen vo 

CFT1 Zen Fl2 _ 7X -Medium ohne 

Experimenten 4 h lang i 

Humantransferrin geziichtet. 

* -ninien wurden von ATCC, erhaltlich 
Die folgenden Zellinien wur bezoge n: 
unter den angegebenen Kataiog H epG2-Zellen: 

rrr 2 K562-Zellen: CCL z«, « f 
HeLa-Zellen: CCL 2 K5 NIH3T3 . 

HB 8065, TIB-73-Zellen. TIB 73 ( ^ 
zellen: CRL 1658 293 Ze llen: CCL 171 . 

CCL 17, WI-38-Zellen: CCL 75, MR 

H9 -Zellen: wurden bezogen vo, AID ^ ^ 

Reference Reagent Program, U.S. Depart 
and Human Services, Katalog-Nr. 87. 

Probe von Nabelscbnurblut an ED rait: 
ProberShrchen aufgenommen wuru=. 

und 15 min 

4.5 1 Ficoll-bvpague (Pbar.acia) 

hol o 500 Upm zentrifugiert. Die £>rau 
lang bei 2.500 up P i asma schicht und der 

Schicht zwischen der oberen n m i 

.>,^ht wurde entnommen (ca. iu roxj. 
klaren Ficollschicht wurae min 

. n t FCS wurden beigegeben, die Prooe 
IMDM plus 10 % FCS ™* und das zeilpellet in 

lang bei 1-200 Upm aufge nommen (die 

50 *1 friscbem -DM ^ ^ «^ ^ ^ ^ 

Zelldichte betrug ca. * 

Aliquot Phytohamagglutinin (PHA P, D 

beigegeben, die Kultur 48 h lang bei 
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inkubiert, anschlieBend wurde rekombinantes IL-2 (BMB) 
beigegeben (Konzentration: 20 Einhei ten/ml ) . Dann 
wurden die Zellen mit IMDM/20 % FCS, 2 Einheiten/ml 
IL-2 1:3 geteilt. Aliquots der Zellen wurden in 
fliissigem Stickstoff in FCS plus 5 % DMSO tiefgef roren. 

» 

Vor der Verwendung. wurden die Zellen in IMDM plus 20 % 
FCS plus 2 Einheiten/ml IL-2 geztichtet. 

Fur die sequent iellen Bindungsuntersuchungen wurden 
HeLa- Zellen bei 4 °C in 1 ml DMEM, ergSnzt mit 2 % FCS, 
equilibriert. Die Konjugat-DNA-Komplexe wurden 
zugegeben wie bei den anderen Versuchen und die Platten 
2 h lang bei 4°C inkubiert. Dann wurden die Platten 
ausgiebig mit eiskaltem DMEM/ 2 % FCS gewaschen, 
anschlieBend 2 ml dieses Mediums zugegeben. Daraufhin 
wurde Adenovirus dl3l2 bzw. Viruspuffer aufgegeben, die 
Zellen langsam aufwSrmen gelassen, bevor sie fttr 
weitere 24 h in den Brutschrank gegeben wurden. Nach 
dieser Inkubation wurden die Zellen geefntet und auf 
Luciferase-Genexpression untersucht. 

Luciferase-Assay 

Die Herstellung von Zellextrakten, die Standardisierung 
des Proteingehalts sowie die Bestimmung der 
Luciferaseaktivitat wurde durchgef iihrt , wie von Zenke 
et al., 1990, Cotten et al., 1990, bzw. in der 
EP 388 758 beschrieben. 



Beispiel 1 

Bestimmung der Wirkung der Adenovirus -Behandlung auf 
den Gentransfer durch Transferrin-Polylysin-Konjugate 
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auf die FShigkeit e,ner defin Dazu 
Komplex, Gentransfer zu erz ' Plasm ids pRSVL 

I «h- die Komplexbildung 6 pg aes 
wurden fur die ko p ysin -Konjugat 

( °' 05 " : oeaeben Das Ergebnis dieser Analyse xst 
HeLa-Zellen bergegeben- luci£er 3sea.tivit S 1= 1st in 

^ Fla : I Z » « =esan.trellproteln ausgedrOc**. 

Nach dieser Analyse erg Zu „ahmen dee 

«— — r/inf ale parcbscbni^e 

rrn^^ .4— «« ge,eig„ aie Bal>en 
leigen die standardebweichung . 



Beispiel 2 



KonJugar-DHA-Konplex-Dosiseffelct 



gegeben, und zwar m* 

Dosierung von Adenovirus dl312 ( ^ 
Vixuspa^el/zelle) ^ Ergebnisse 

bestinunt, wie in Beispie 
sind in Fig. 2 dergestellt. 



BeispieX 3 



„ des durch Transferrin-Polylysin bewirkten 
Verstarkung des durcn Rezeptor- 
Genttensfers durch Adenoviren erfolgt uber 



vermittelte Endozytose 
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a) Wirkung der Adenovirus-Behandlung auf den Transfer 
von komplexierter DNA 

FUr die Trans fektion wurden folgende Komponenten 
eingesetzt: 

6 pg pRSVL-DNA ohne Transferrin-Polylysin-Konjugat 
(DNA); 6 pg pRSVL-DNA plus 6 pg nicht-konjugiertes 
Polylysin270 (DNA + pL); 6 pg pRSVL-DNA plus 12 pg der 
in den vorigen Beispielen eingesetzten Transferrin- 
Polylysin-Kon jugate (DNA + hTfpL190B) . Diese 
Trans fektionsmaterialien wurden den HeLa-Zellen mit 
oder ohne Adenovirus dl312 (dl312) ( 1 x 10* 
Viruspartikel/Zelle) beigegeben. Die Herstellung der 
Zellextrakte, die Standardisierung nach Gesamtprotein 
und die Bestimmung der Lucif eraseaktivitSt erfolgte wie 
in den vorangegangenen Beispielen. Das Ergebnis der 
durchgeftthrten Versuche ist in Fig. 3A dargestellt. 

b) Wirkung der Adenovirus-Behandlung auf den Transfer 
von Rezeptor-gebundener DNA 

Konjugat-DNA-Komplexe (DNA + hTfpL190B) oder Polylysin- 
DNA-Komplexe (DNA + pL) wurden an HeLa-Zellen gebunden, 
ohne internalisiert zu werden, indem bei 4°C inkubiert 
wurde. Nicht-gebundener Komplex wurde vor der Beigabe 
von Adenovirus dl312 (1 x 104 Viruspartikei/Zelle ) oder 
eines vergleichbaren Puf fervolumens entfernt. Die 
anschlieBende Inkubation wurde bei 37 °C durchgef Uhrt , 
um die Internalisierung der gebundenen DNA-Komplexe und 
der Adenoviren zu erm6glichen. Die Bestimmung der 
Lucif eraseaktivitat erfolgte wie angegeben (Fig. 3B). 

c) Wirkung der Adenovirus-Behandlung auf den 
Gentransfer durch Transferrin-Polylysin-Konjugate 

Konjugat-DNA-Komplexe, enthaltend 6 pg pRSVL-DNA plus 
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, • f nHA + hTfpLl90B) wurden 
12 pg Transferrin Poly y l£)4 AdenovirU s- 

bei einer Konzentration v ver cileichbaren Menge 

Partikeln (dl3l2)/Zelle Oder e 

(dl3l2 h.i.J 

VO n nitzeinaktivierte* ^^Uerung wurde 
den HeLa . 2 ellen beigegeben- ^ 
durch 30 min Inkubation bei 45 



et el.. 199° >• 
Beispiel 4 



,„„ n0 virus-Behandlung auf dan Gentransfer 
wirkmg dex ^Xlysin-Kcn 3 u 9 ate in aus g awahlten 
durch Transferrin-roxyj-jr 



pqVL + 12 pg M£pLl90B) 

K-^a^Ha-Ko^l- HeiB> WI38 ^ 

warden Zellen der zelim 

MRC5 It Oder ohne Adenov, ^ des 



Assay bestimmt (Fig. 4) 
Beispiel 5 



.„ t ncif erase-Genexpression 



Transaktivierung 



• xv, e t eine Luciferase konstitutiv 
Es wurde der Bezeich nung K562 10/6 

exprimierende Zellxnxe de 

nergestellt, xndem Rsv-Luciferase-Genfragment 
transfiziert wurden, das em 

, • »„«t /Pvul-Fragment von pRSVL (ve we 

(em Apal/Pvul F gm des pUC p-Locus 

1987)), klonxert in die Cl Plasmi d wurde 

i iq<30} enthielt. Dieses 
CCollis * al. ^ sin _ Konj uga1: kcnplexiert 

nit einem Transferrin poxyxy 



5 e 
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und K562-Zellen mit diesen Komplexen transf iziert, 
wobei nach der von Cotten et al., 1990, beschriebenen 
Methode vorgegangen wurde. Da das pUCu-Locus-Plasmid 
ein Neomycin- Resistenzgen enthalt, konnte aufgrund der 
Neomycin-Resistenz auf Luciferase exprimierende Klone 
selektioniert werden. FUr die weiteren Versuche wurde 

< * 

ein Klon der Bezeichnung K562 10/6 ausgewahlt. 

Aliquots der parentalen Zellinie K562 (in 200 pi 
RPMI 1640 plus 2 % FCS; 500.000 Zellen/Probe) wurden 
entweder mit 12 pg TfpL plus 6 pg pRSVL oder mit 
4 pg pL90 plus 6 pg pRSVL, jeweils in 500 pi HBS 
behandelt. Die angegebenen Mengen von Adenovirus dl312 
(Fig* 5) wurden 1.5 h lang bei 37 °C auf die Zellen 
einwirken gelassen, worauf 2 ml RPMI und 10 % FCS 
zugeftigt wurden. Daraufhin wurde die Inkubation bei 
37 °C fur weitere 24 h fortgesetzt und anschlieBend die 
Zellen fur die Luciferase-Aktivitatsbestimmung 
vorbereitet. Es wurde gefunden, daB die Inkubation mit 
Adenovirus eine deutliche Zunahme in der Luciferase- 
Aktivitat bewirkt (Fig. 5A). Dies gilt sowohl fur die 
TfpL-Komplexe (200 Lichteinheiten gegeniiber 
25.000 Lichteinheiten) als auch fUr die pL90-Komplexe 
(0 gegeniiber 1.9 x 106 Lichteinheiten). Daraus ergibt 
sich, daB die K562-Zellinie die FShigkeit aufweist, 
pRSVL/Polylysin-Komplexe zu internalisieren und daB 
diese Internalisierung, gemessen uber die Luciferase- 
Expression, betr^chtlich durch die Gegenwart von 
Adenovirus gesteigert wird. 

Analoge Versuche wurden mit den das RSVL- Lucifer ase-Gen 
konstitutiv exprimierenden K562 10/6-Zellen 
durchgefUhrt, wobei Shnliche Mengen von Adenovirus 
dl312 eingesetzt wurden. Aliquots von 500.000 Zellen 
(in 200 pi RPMI plus 2 % FCS) wurden mit den in Fig. 5B 
angegebenen Mengen von Adenovirus dl312 1.5 h lang bei 
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„fhin wurden wie bei der parentalen 
37 . C inkubier*. ****** zugeg eben, 24 h lang weiter 

inkubiert und die Lucif era ^ ^ ^ Behandlung 

aus Fig. 5B ersichtl "* «; ^ nachw eisbar auf 

di eser ZelXen 1* - ^^L. Kontrollverte liegen 
die Luclferase-Wrtivxttt aus, 
im selben Bereich wie die Werte fur die 
virusbehandelten Proben. 

Beispiel 6 

t oherzellen ait Asialof etuin- 
Tra nsfektion von ^erzell ^ Tetra - 

PoW-^^j^ ((ga l)4pL) in Gegenwart 
Galaktosepeptid-pL-Konj uy 

von Adenovirus 



a) 



i actosylierten Peptids 
Herstellung des lactosyx 



_ - > des verzweigten Peptids Lys-(Ne- 
3.5 mg (1-92 umol de ^ ly . Gly _ Ser - G ly-Gly-Cys , 

^s), y s-Gly-Ser-Gly-Gly ^ ^ Verwendung eines 

hergestellt mittelS ^° C peptid „ Synthe sizers, enthaltend 
Applied Biosystems 431A Pepti yn ^ ^ 
eine Dithiopyridingruppe fur Cys ^ wassrig en, 

Losung von 7.85 mg lactose in P 

. . c bei 37 °C behandelt. zu 
Natriumacetat P H 5 Dei . 

Nattiumcyanoborhyarxd in ^ ^ Q ,. ^ 

gegeban. Naoh ^'"^^^eltol (OH) augagaban. 
^ionierung -«exs ^ ^ ^ ^ 

» x 130 ». E1 ^ nS ; c " ssliertem reptt d in dar fraien 

3.. 1 « s - 9 ™ ^^spxachand da» Ellaanns- 
Mercaptoform (1.7 un.ol. ^tiziexten 

Iest! 94 *.-^- F D a l r : reaktion ^ ^saldahyd. abar 



s 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



PCT/EP92/02234 



mit der Annahme, daB alle 4 N-terminalen Aminogruppen 
lactosyliert sind. Das Tetra-Galaktosepeptid-Polylysin- 
Konjugat ist in Fig. 6 dargestellt. 

b) Herstellung von 3-Dithiopyridinepropionat- 
modifiziertem Polylysin 

Zu einer gelfiltrierten LOsung von 0.60 pmol Poly-L- 
Lysin mit einer durchschnittlichen Kettenlange von 
290 Lysinmonomeren (pL290, Hydrobromid, Sigma) in 
1.2 ml 100 mM HEPES pH 7.9 wurden unter intensivem 
Mischen 400 pi einer 15 mM ethanolischen Losung von 
SPDP (6.0 pmol) gegeben. 1 h spSter wurden 500 pi 

1 M Natriumacetat pH 5 zugegeben; nach Gelf iltration 
(Sephadex G-25) mit 100 mM Natriumacetat enthielt die 
Losung 0.56 pmol pL290 mit 5.77 pmol Dithiopyridin- 
Linker. 

c) Konjugation des Peptids mit Polylysin 

Kon jugate wurden hergestellt, indem 1.5 pmol des in a) 
hergestellten lactosylierten Peptids in 3 ml 20 mM NaCl 
mit 0.146 pmol des aus b) erhaltenen modif izierten 
pL290 in 620 pi 100 mM Natriumacetatpuf f er unter 
Argonatmosphare gemischt wurden. Nach Zugabe von 100 pi 

2 M HEPES pH 7.9 wurde die Reaktionsmischung 18 h lang 
bei Raumtemperatur stehen gelassen. Durch Zugabe von 
NaCl wurde die Salzkonzentration auf 0.66 M gebracht, 
und die Kon jugate wurden durch 

Kationenaustauschchromatographie (Pharmacia Mono S 
S&uie HR 5/5; Gradientenelution, Puffer A: 50 mM HEPES 
pH 7.3; Puffer B: Puffer A plus 3 M NaCl) isoliert. Die 
Produktfraktionen eluierten bei Salzkonzentrationen von 
ca. 1.2M- 1.8M und wurden in 2 Konjugat f raktionen 
gepoblt; die Konjugatf raktionen wurden mit (gal)4pLl 
und (gal)4pL2 bezeichnet. Dialyse gegen 25 mM HEPES 
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enthaltend 24.5 ™ol -toft—*- p 

alof etuin-Konjugaten 
d) Herstellung von Asxaloie 

, on nach demselben Prinzip 
Die Konjugate wurden nach . te; ein 

.n-oi it wie die Transferrin Konj y 
hergestellt, wxe H erstellung von 

Wu, 1988, beschrieben. 

A . alofetui n an Polylysin wurde durch 
Die ^^^^^o^ nach Modification ^ 
Verbindung uber Dxsultx ( p har macia) 
den, bifunRtionellen Reagens SPDP V 

durcngefUbr*. Bine Losung ~ 0^ ^ ^ ^ 
As ialofetuin (Sigrca) xn 2 ^ G . 25 . saule 
einer Self iltratxon 4 ml L6 sung 

unterworf en. Zu den L6sun g von SPDP 

Wrf ~ ^ ^r'af'igl Miscben beigegeben. Nach 
(5 .0 P»ol> unter durch eine we itere 

! h bei Raumtemperatur wu inigt; daraus ergaben 

Gelfiltration (Sepbadex G-25) fl. Asialofe tuin, 
sich 5 einer 

m odifizier1: m±t 2.25 umol Dxtnx pyx 

+oHt indem 1.4 uraol 
Konjugate wurden hergestex , pH ?>9 

rao difi Z iertes ^^JlX (entbaltend 1.07 u^ol 
mi t 0.33 umol modlflZierte "^ e . wurde genau wie fur die 

-«*«^^^«^^ vorgegangen) in 
Herstellung der Transte ^^atmosphere 

, 5 ^ 200 - ~ -^^LJU wurde 2. b lang 
gemiscbt wurden ™> lassen . Die jugate 

bei Raumtemperatur stehen g 

Rcaktionsmischung durcn 
wurden aus der ReaKtxo (Pha rmacia Mono 

Kationenaustauscbcnromatograpnxe (Pbarm 
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S-SSule HR 10/10; Gradientenelution, Puffer A: 
50 mM HEPES pH 7.9; Puffer B: Puffer A plus 3 M 
Natriumchlorid ) isoliert und Natriumchlorid bis zu 
einer Endkonzentration von 0.6 M vor dem Beladen der 
SSule hinzugefiigt. Die Produktfraktion eluierte bei 
einer Salzkonzentration von ca. 1.5 M. Dialyse gegen 
HBS ergab Konjugate, enthaltend 0.52 pmol Asialofetuin, 
modifiziert rait 0.24 pmol pL190. 

e) Transfektion von HepG2-Zellen mit pRSVL-DNA- 
Komplexen 

HepG2-Zellen wurden in DMEM-Medium plus 10 % FCS 
100 I.E. /ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 
2 mM Glutamin in T25-Flaschen geziichtet. Die 
Trans fektionen wurden bei einer Dichte von 
400.000 Zellen/Flasche durchgeftthrt. Vor der 
Transfektion wurden die Zellen mit 4 ml frischem 
Medium, enthaltend 10 % FCS, gewaschen. Unmittelbar vor 
der Transfektion wurde Chloroquin (Sigma) beigegeben, 
so daB die Endkonzentration in der Zellsuspension 
(plus DNA-L6sung ) 100 pM betrug. 

10 ]ig pRSVL-DNA in 330 pi HBS wurden mit den in Fig. 7 
angegebenen Mengen Tf pL190B-Konjugat ( TfpL ) , 
Asialofetuin-pL90-Konjugat (AfpL), Polylysin290 (pL) 
Oder Tetra-Galaktose-Peptid-Polylysin-Konjugat (gal)4pL 
in 170 pi HBS gemischt. In den Kompetitionsexperimenten 
wurden nach 30 min 240 pg Asialofetuin ((gal)4pL + Af) 
Oder 30 pg lactosyliertes Peptid ((gal)4pL + (gal)4) 
zugegeben. Die Mischung wurde zu den Zellen 
hinzugefiigt; die Zellen wurden 4 h lang bei 37°C 
inkubiert, dann wurde das Trans fektionsmedium durch 
4 ml frisches DMEM- Medium plus 10 % FCS ersetzt. Nach 
24 h wurden die Zellen f iir den Lucif erase-Assay 
. geerntet. Die in Fig. 7 dargestellten Werte stellen die 
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n-ivitat der transfizierten Zellen 

dar . wie -*^^SLu -igt abnlicn 
geringe LuciferaseaKiv 

hoh e Werte wie 1*»L, ^^or una ■ 

KonKurrieren . den Asiaiog^oprotexnre 

emiedrlgen. wie erwartet. axe Werte. 

f , Transition von HepG2-zeIien ait pCMVL-DHA- 
Koniplexen 

^ fi c, Flatten bis zu einer 
„ e p G2 -zelXen wuraen » gez0ohtet . „ ie in 

zelldicht e^n 300^000 ^ ^ ^ ^ 

ITr^sZ Mediae. — • * «• 
gewaschen. 

,-r, urs wurden mit den in Fig. 8 
6 pg pCMVL-DNA in HB ™ (T£pl) . 

genascht. Nec ^ und so p i Adenovxrus- 

1 ml DMEM, enthaltend 2 * ^ 
Stan.iasung d!3l2C, ^igegeben ^ 

30 ug lactosylxertes Peptxd (g ^ Die 

(g al)4 bzw. (gal)4 P L2 ♦ tgal>4) ****** wT&en 

Mischung wurde zu den Zellen g g^ 

07 o C inkubiert, aann wuiu<= 

2 h lang bei 37 c inn ^ ^ das 

enthaltend 10 % FCS, zugege * DMEM-Mediura. 

r^is— --nt di :r d :/ n Fi9 ' 

stellen die Gesamtluciferaseaktxvxtat der 
™s"zierten Zellen dar. P Lys290 zeigt exnen Effekt, 
transfizieircen ^g-^en Effekt; Zugabe von 

(aal)4 P L zeigt ernen starkeren r. 
g . Asialoglykoproteinrezeptor 

(gal)4, das ura den Asiaj-uyj-jr 
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konkurriert, reduziert die Werte auf den flir Polyiysin 
erhaltenen Wert. 

g) Transfektion von TIB73-Zellen mit pCMVL-DNA- 
Komplexen 

Zellen der embryonischen Maus-Leberzellinie ATCC TIB73 
(BNL CL.2; Patek et al., 1978) wurden bei 37°C in 5 % 
C02 -Atmosphere in "high glucose" DMEM (0.4 % Glucose), 
ergSnzt mit 10 % hitzeiriaktiviertem FCS, enthaltend 
100 I.E. /ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 
2 mM Glutamin, in 6 cm Platten geztichtet. 

Die Transfektionen wurden bei einer Zelldichte von 
300.000 Zellen/Platte durchgef tthrt . Vor der 
Transfektion wurden die Zellen mit 1 ml frischem Medium 
plus 2 % FCS gewaschen. 

6 pg pCMVL-DNA in 300 pi HBS wurden mit den angegebenen 
Mengen Maustransferrin-Polylysin290-Konjugat (mTfpL), 
Asialofetuin-pL-Konjugaten ( AFpL ) , Polylysin290 
(pLys290) / (gal)4pLl oder (gal)4pL2 in 170 pi HBS 
gemischt. Nach 30 min wurde jedem DNA-Konjugat-Komplex 
1 ml DMEM, enthaltend 2 % FCS und 50 pi Adenovirus* 
Stammlosung dl312C beigegeben. Die Mischung wurde zu 
den Zellen gegeben, die Zellen wurden bei 37 °C 2 h 
inkubiert, dann wurden 1.5 ml Medium, enthaltend 
10 % FCS, beigegeben. 2 h spSter wurde das 
Transfektionsmedium mit 4 ml frischem Medium ersetzt. 
Nach 24 h wurden die Zellen fur den Lucif erase-Assay 
geerntet; die in Fig. 9A gezeigten Werte stellen die 
Gesamtluciferaseaktivitat der transf izierten Zellen 

dar. 

Zum Vergleich wurde eine Transfektion ohne Adenovirus 
in Gegenwart von . Chloroquin vorgenommen: Die 
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300.000 Zellen/Plarte -^f^ ^ 
Transfektion warden dxe hen . Unmi «elbar vor 

Medium, enthaltend 2 % ^ , beige fugt, so 

de r Transfektion wurde Cblor , 

daB die Endkonzentratiofien i ^ ^ ^ 
CpluS DNA-LOSung) 100 uM Mengen mTfpL , 

AFpL, pLys290, ^ al)4P d . e DNA-Komplexe zu den 

gemischt. Nacb 30 mxn warden dxe 

^.n Die Zellen wurden bei J/ 
Zellen gegeben. Dxe entha itend 

inkubiert, dann warden 1.5 ben . 2 b spater 

10 % FC S and 100 pM Chl«^^ s 

wrd e das —-^^^ zellen « - 

Medium ersetzt. Nach / ^ ^ ^ Luciferase - 

Luciferasebestimmung geernte . darge stellt. 
Wrtlvltat erhaltenen Werte sxnd xn Fxg. 



Beispxel 7 



import von DMA in T-Zellen 



»„n rD7-Polvlysinl90-Konjugaten 
Herstellong von AntiCD7 Poxy y 

i . ma antiCD7-Antik8rper (Immunotecb) 

in 50 mM HEPES P H 7,9 war acia) ver setzt. 

eth anolischer LOsung von SPDP ( ^ 

— 1 h h V7^ ZZs 50 - HEPES-Puffer 
Sepbade* G-25 ^ antiCD7 , modifier, 

P H 7,9) wobex 1,19 mg C , ten# erhalt en 

oit 33 nmol ^ ldl ^^^ mittels 
— • ^ W 2^iSrLaifi-«t und darcb 
FITC , -^ a ^^ eitol und nacbxolgender 
Bebandlung mxt „ e roaptogruppen 
Gelf iltration xn dxe mxt rr 



c 



rao difizierte Form gebracht 
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Eine Lfisung von 11 nmol Polylysinl90, modifiziert mit 
35 nmol Mercaptogruppen, in 0,2 ml 30 mM 
Natriumacetatpuffer wurde unter Sauerstof fausschluB mit 
modifiziertem antiCD7 (in 0.5 ml 300mM HEPES pH 7.9) 
gemischt und ttber Nacht bei Raumtemperatur stehen 
gelassen. Das Reaktionsgemisch wurde durch Zugabe von 
5 M NaCl auf einen Gehalt von ungefShr 0.6 M gebracht. 
Die Isolierung der Kon jugate erfolgte duroh 
Ionenaustauschchromatographie (Mono S, Pharmacia, 
50 mM HEPES pH 7.3, Salzgradient 0.6 M bis 3 M NaCl); 
nach Dialyse gegen 10 mM HEPES pH 7.3 wurden 
entsprechende Konjugate, bestehend aus 0.51 mg 
(3.2 nmol) antiCD7-Antikorper, modifiziert mit 

6.2 nmol Polylysinl90, erhalten. 

♦ 

b) Herstellung von gpl20-Polylysin 190-Konjugaten 

Die Kopplung erfolgte analog literaturbekannten 
Methoden durch Thioether-Verknupfung nach Modifizierung 
mit 6-Maleimidocapronsaure-N-hydroxysuccinimidester 

(EMCS, Sigma) (Fujiwara et al., 1981). 
Thioether-verknupfte gpl20-Polylysin 190- Kon jugate: 

Eine Losung von 2 mg rekombinantem gpl20 in 0.45 ml 
100 mM HEPES pH 7.9 wurde mit 17 \xl einer 10 mM Ldsung 
von EMCS in Dimethylf ormamid versetzt. Nach 1 h bei 
Raumtemperatur wurde Uber eine GelsSule Sephadex G-25 
filtriert (Eluens 100 mM HEPES-Puffer 7.9). Die 
ProduktlOsung (1.2 ml ) wurde sogleich unter 
Sauerstof fausschluB umgesetzt mit einer L5sung von 

9.3 nmol Polylysin 190, f luoreszenzmarkiert und 
modifiziert mit 30 nmol Mercaptogruppen (in 90 ill 
30 mM Natriumacetat pH 5.0) , und Uber Nacht bei 
Raumtemperatur stehen gelassen. Das Reaktionsgemisch 
wurde durch Zugabe von 5 M NaCl auf einen Gehalt von 
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u rt* Die isolierung der Konjugate 
ca. 0.6 M gebracht. Dxe tographie (Mono S, 

erfolgte durch I ^ U8 ^^ s ^ adie nt 0.6 M bis 

Pharm acia, 50^ — ^ DialyS e gegan 

3 M N aCl); nacb Fra^o Konjugatf raktionen A, . 

25 <nM HEPES PH 7 3 ^ rgpl2£) 

und c erhalten, bast eh ** d ig0 (im Fa lle der 

Fraktion A), bzw. » Q>1 mg 

rgp 120 modifiziert ^ 1 ' B Iun 



(Fraktion C) . 



,< „,Probe> »urde ^ den angegebenen Mengen 
iCWIHm (6 egebenen p olyly sin-KonJuga t a» 

Pol y lysin90 Oder den angag zwischen2e i t vmrden 

in 500 „1 HBS zellen * HPMX 1* 

Ali9 uots von B, W ^ LyBphozyten 

2 % res, cder P^ ar ^ roaifizl «te« Pulbeoco's 

(3 r 10 6-zellen » ls=°« ellt . Die Polylysin- 

Me di» * " .llprobe sugefOg*. 5 »i» 

DKA-KoBiplexe wurden oeder . aeno „ ir „s 41312 

zu gegeben. Dxe Zellen wu ^ RpMI (im Fall dar 
lang xnkubiert:, dann ^ priraa ren Lymphozyten) 

H9-Zellan) oder IMDM (xm Fall P wurdan 

s. T?r=? -ieder Probe bexgegeben. 
plus 20 % PCS l &&e * ge emtet und fur dxe 

b ex 37'C 24 h lang b ^ te ^ vitat behan delt wie in 
Bestimmung der £rgebnis de r durchgeftthrten 

d en Obrigen ^^"^ bzw . Fig.lOB 
Versuche ist xn Fxg. xu H 9- Zellen zeigten 

(prim are Lymphozyten) dargestel -^ ^ ^ ^ 

aas antiCDV-Konjugat faesten Ergebn isse 

g pl 2 0-Kon;jugat l 8 ^^^ ^elten Gentransfers, 
hinsichtlich des mit Adeno senheit von 

W obei das ^^ t a ^*Lp»-- - 
Ad enovirus bereits exne deutli d aB in 

Luciferase-Gens erzxelte. Es x 
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den durchgefiihrten Versuchen nur das gpl20-Konjugat in 
der Lage war, DNA in primare Lymphozyten einzubringen, 
und dies nur in Gegenwart des defekten Adenovirus 
(Fig.. 10B, Spalten 7 und 8). 

Beispiel 8 

Inaktivierung von Adenoviren 
a) UV- Inaktivierung 

Eine Adenovirus dl312-Praparation, hergestellt und 
gelagert, wie in der Einleitung zu den Beispielen 
beschrieben, wurde in die 2 cm Vertiefungen einer 
Zellkulturplatte (300 pl/Vertiefung) auf Eis in .8 cm 
Abstand von zwei UV-Lampen (Philips TUV15 (G15 T8)- 
Lampen) gegeben. Das Virus wurde der UV-Bestrahlung fur 
die Dauer der in Fig.llA angegebenen Zeiten ausgesetzt 
und Aliquots jeder Praparation auf ihren Virustiter 
sowie auf ihre FShigkeit untersucht, ob und in welchem 
Umfang sie in der Lage sind f den Gentransfer mit 
Polylysin-Transferrin-Konjugaten in HeLa-Zellen zu 

ver starken . 

Die Ziichtung der Zellen und die Transfektion wurde im 
wesentlichen vorgenommen, wie oben unter "Zellen und 
Medien" angegeben; die fur die Transfektion verwendeten 
Komponenten sind aus Fig- 11A ersichtlich. Die Komplexe 
aus pCMVL-DNA und 12 pg TfpL wurden in 
500 pi HBS hergestellt und 3 x 105 HeLa-Zellen (in 
1 ml DMEM plus 2 % FCS) beigegeben. Ca. 5 min spSter 
wurden 54 pi jeder Viruspraparation jeder Kultur 
zugegeben und die Kultur bei 37 °C eineinhalb bis zwei 
Stunden inkubiert. Daraufhin wurde ein 5 ml Aliquot 
' DMEM plus 10 % FCS jeder Kultur beigegeben, die 
Inkubation bei 37 °C 24 h lang fortgesetzt und die 
Kulturen geerntet und auf Luciferase-Aktivitat 
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, mn 54 ul von nichtbestrahltem 
untersucht. Die Menge von * der TeSt 

■> • -r* nicht im Sattigungsberea.cn, 
Virus Hegrt men* i .^stens 3 x hfihere 

ist empfindlicb aur eine ^ 
Virussenge. Di. erh«atanen Warte ellt 
lucifaraseespression srnd » Fig- 
(geschlossene Vierecke). 

- « — unbeaten 

^ ^Parallel dazu wurden Froben von 
hergestellt. rara " 2 „ Verti efung) • 

, * 10* 293-Zeilen - e ner ^ % ^ 

n-gestellt una in^OO »1 ^ ^ Vergleioh 

"* 5 "^e^s^ vertiefung gegsben. U_ die 
in jeweils erne zwei ^ ^ ^irken. »urde 

Bindung des Virus an a bebrflt et. dann wurden 

eineinbalb Stunden Ian, be 
2 ml DMEM plus 10 % FCS in J 

~ - „,rf.n die Kulturen gezablt, u. 
48 h «^ £es « ust ellen. Die-Jenig. 

zy topatbiscben Meniger als 50 % der 

Virusverdannung, oberhalb deutliche n 
zellen in der Kultur nach 48 b e ^ ^ 

zyTO patbiscben Bffekr ^^^^on an. Die 
« infektidse* Virus » ^ ^ viereoke) 

erbalbenen Wer t e sind in Frg. 

aargesbellb. Das Ergebnrs der r ^ 
ou *chgefub«en versucbe ^.^ehlung nur 
4 zebnerpotenzen ~ Virust Gentransfe rs 

ei ne 20f ^ s R : a e f g : iO :r M a=banis.en. die *Or die 
bewirkt. Dies zexgt, aa zerstert 

- des Virus maBgeblicb sina, 

lnfektxosit*t des VI des virus zur 

W erden kSnnen, « beeintra chtigen. 
Verstarkung des Gentransfers 

. Kwrt daB bei niedrigen Virusdosen die 
Es wurde beobacbtet, aa» 
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* 

VerstSrkung des Gentransfers durch das Virus 
geringfiigig abnahm (Fig. 11A Spalten 3-6) und daB 
dieser Effekt bei den hohen Dosen (Spalten 7-10) 
deutlicher auftrat. 

b) Inaktivierung von-Adenoviren mit Formaldehyd 

2 ml Adenovirus-PrSparation wurden ilber eine 10 ml G25- 
SSule (Pharmacia PD 10 G, 25 M), vorequilibriert mit 
150 mM NaCl, 25 mM HEPES pH 7.9, 10 % Glyzerin, 
geschickt und in einem Volumen von 2.5 ml aufgefangen. 
Aliquots der gelf iltrierten Viruspraparation wurden 
ohne (0), mit 0-01 %, 0.1 % Oder 1 % Formaldehyd 20 h 
auf Eis inkubiert. Darauf wurde Tris pH 7.4 auf eine 
Konzentration von 100 mM zugegeben, dann wurden die 
Proben zuerst 2 h lang gegen 1 1 150 mM NaCI, 50 mM 
Tris pH 7.4 und 50 % Glyzerin und anschlieSend \iber 
Nacht gegen 2 x 1 1 150 mM NaCI, 20 mM HEPES pH 7.9 und 
50 % Glyzerin dialysiert. 

Aliquots des Virus wurden darauf hin auf 293-Zellen auf 
ihren Titer untersucht (CPE-Endpunkt- Assay oder Plaque- 
Assay, Precious und Russel, 1985). Dann wurde die 
Wirkung der Formaldehyd-behandelten Viren auf den 
Gentransfer in HeLa-Zellen (300.000) wie in den 
vorangegangenen Beispielen bestimmt, indem die 
Luciferase-Aktivitat gemessen wurde. 90 ]il der 
VirusprSparation bewirkten einen DNA-Transfer, der mehr 
als 108 Lichteinheiten entsprach- Behandlung des Virus 
mit 0.01 % oder mit 0.1 % Formaldehyd resultierten in 
einer geringfligigen Abnahme der Gentransf er-Aktivitat 
(ca- lOfache Abnahme bei 0.1 %). Obwohl die Behandlung 
mit 1 % Formaldehyd einen auf falligen Verlust der 
Gentransfer-Aktivitat bewirkt, konnten 90 \xl des Virus 
noch immer eine Genexpression entsprechend 10 4 
Lichteinheiten hervorrufen. 
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-1t o i% Formaldehyd war eine 
Bei der Behandlung mit 0- r p laqU e forming 

Abnahme des Virustiters auf urn 

— ■ > -» ^ t *tru^rs ~ 

nur 10 % gekoppelt. Das Erg 
Versuche 1st in Fig. 12A dargestellt. 

on Adenovirus mit langwelligem 
c) inaktivierung von Adenovi 

UV/8-Methoxypsoralen 

„ erein igter viruspraparation wurden auf 
Aliquots von gereimg 8 _ M ethoxypsoralen 
ei ne Kon.entra.ion von 0.* ^^^^ gel6s t 
( S t an^onzentra^33 pg/ ^ uv-Lichtguelle (UVP 

in D MS0) gebracht ^ ^ ^ _ 4 _ _ 

Modell TL-33), auf * Dguer der B elichtung 

Lampenfilter, ausgesetzt. ersic htlich. Die 

be trug 15 bis 30 .in, «^ ^ SSule 
Virusprooen warden ^ ^ mit hbs + 40 % Glvzerin 
(Pharmacia, PD iuj 

Ko»ple*en in HeLa-Zallen ^ F±g 

-«-^ B i linke ,chse in Fig. «•>• 
replizieren (Virustiter, 



Beispiel 9 



„ MTH3T3-Zellen mit Moloney-Virus 
Transfektion von NIH3TJ /-ex 

a m den folgenden Beispielen, die die 
In diesem und in aen roxy m-ransferrin- 

ver s~ der ZZT-«~ 
PoX^in-BN.-KcpXexen ^«els Be« 

vmrden. sofern nich* anders angege 
Mat erialien end Mathoden verwendet. 
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Transferrin-Polylysinl90-Konjugate und Konjugat-DNA- 

Komplexe wurden analog den vorangegangenen Beispielen 

hergestellt, mit dem Unterschied, daB die 

Komplexbildungsreaktion in einem Volumen von 

500 pi mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7.4, durchgefiihrt 

wurde. 

NIH3T3-Zellen wurden in DMEM- Medium mit einem Zusatz 
von 10 % FCS, 100 I.E. /ml Penicillin, 100 pg/ml 
Streptomycin und 2 mM Glutamin geziichtet. Fur die 
Trans fektionen wurden 5 - 7 x 105 Zellen pro 
T25-Flasche 18 bis 24 h vor der Transfektion 
ausplattiert. Unmittelbar vor der Transfektion wurden 
die Zellen in frisches Medium gegeben und die 
verschiedenen far die Transfektion verwendeten 
Komponenten in der folgenden Reihenfolge zugegeben: 
Chloroquin (100 pM, wo angegeben), Polylysin- 
Transferrin-DNA-Komplex, Retrovirus-Praparat. Die 
Zellen wurden daraufhin 4 h lang bei 37 °C inkubiert, 
dann wurden das Medium gewechselt und die Zellen 
24 h spater geerntet. Extrakte wurden hergestellt, 
indem drei Gefrier/Auftauzyklen angewendet wurden; 
Aliquots des Extraktes, standardisiert auf 
Proteingehalt, wurden auf Lucif erase- Aktivitat 
untersucht, wie fiir die vorangegangenen Beispiele 
angegeben. 

Unter den angegebenen Bedingungen wurden Transfektionen 
von 106 NIH3T3-Zellen mit TfpL-DNA-Komplexen in 
Gegenwart von 100 pM Chloroquin oder ohne Chloroquin 
durchgefiihrt, wie in Fig. 13 angegeben. Es wurde 
festgestellt, daB ohne Chloroquin die Werte fiir die 
Luciferase-Aktivitat nur Background-Niveau erreichten 
(Spalte 1), wShrend in Gegenwart von Chloroquin eine 
hohe Expression des pRSVL-Reportergens gemessen werden 

ERSATZBLATT 



PCT/EP92/02234 

WO 93/07283 

100 

, o >> steiqende Mengen des Moloney- 
konnte (Spalte 2). S ^ mit d en D N A -Komplexen 

Leukamie-Virus, die gleich zune hmende 

Beispiel 10 

nna ob die Steigerung des Gentransfers auf 

das Retrovirus zuruckrufuhren rst 

. -.19 verwendete VirusprSparat war ein 
E as in Bersp^el 9verw ^ TOtrOTlru , 

— ' ^f^etten * aen Beweis dafOr . -halted 
-^■""""X DNA-I^orts. die -It diesem 
da B die Steigerung des D „ tli5ohllch au£ das Virus 

Viruspraparet erHaitee wur e^ e^ ^ ^ 
zuruckzuftthren war. wurde de 

TS££ £i£> - einen Faktor 10 *<° n * eBtriert 

Fig. mit RVS angege yerstarkung 

verantwortlxch xst von einer etwaig en 

gefundene ^"^^ labilen Retrovirus wahrend 
Inaktivierung des ^ das 10 fache des 

des Konzentrationsschrittes, u g 

ursp runglic h en unter 

^T'T^gegebenen Bedingungen 

den in Fig. 14 der d en Gentransfer 

AUS Fi9 ; tT f /e^Me— kstand vorbanden ist 
verstarkende Ef f*t i. ^ ^ ^ AuBerde » 

(es wurden 20 - 600 ux 

• flaR 200 und 600 ul aes 
zeigte sich, daB 200 ^ ^ wie 

Konzentrierten Prepares ca. konzentri erten 
2 Oder 6 ml des ursprunglxchen, 
Retrovirus-Praparats (Spuren 7 und 8). 
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Parallel dazu wurden Versuche mit humanen K562-Zellen 
durchgeftthrt, die keinen Rezeptor fiir das ecotrope 
Mause-Retrovirus aufweisen. Wie erwartet, wurde keine 
Verstarkung der Genexpression erzielt. 

« 

BeispieX 11 

Beim Gentransferef fekt von Moloneyvirus spielen 
: Wechselwirkungen zwischen Transferrin und seinem 
Rezeptor eine Rolle 

Urn die Moglichkeit auszuschlieBen, daB der Transfer von 
TfpL/pRSVL-Komplexen in die Zellen auf unspezif ische 
Bindung von Polylysin an das Retrovirus zurtickzuftihren 
ist, und urn den Eintrittsmechanismus weiter 
aufzukl&ren, wurde das Retrovirus auf seine Fahigkeit 
untersucht, Plasmid-DNA in die Zelle zu befordern, die 
nur rait Polylysin komplexiert ist. Die verwendete 
Polylysinmenge entspricht dera fruher ermittelten 
Optimum, das vollstSndige Kondensation der Plasmid-DNA 
bewirkt und ist Shnlich der Polylysinmenge, die mit dem 
Polylysin-Transferrin-Konjugat zur Anwendung konunt 
(Wagner et al., 1991a). Die Versuche, deren Ergebnis in 
Fig. 15 dargestellt ist, ergaben, daB das Reportergen 
bei Fehlen von Chloroquin weder in Form von TfpL-pRSVL- 

♦ 

Komplexen noch in Form von pL-pRSVL- Komplexen 
exprimiert wird (Spalten 1 und 2). In Gegenwart des 
Retrovirus hingegen wurde die als TfpL-Komplex 
applizierte Reporter-DNA exprimiert, nicht jedoch in 
Form des pL-DNA-Komplexes (vgl. die Spalten 3 und 4 mit 
den Spalten 5 und 6). Weiters ergaben die 
durchgefuhrten Versuche, daB die Gegenwart von 
uberschussigem freiem Transferrin eine Abnahme des 
durch das Retrovirus erleichterten DNA-Imports bewirkte 
(Spalten 7 und 8). Auch diese Ergebnisse sttitzen die 
Vorstellung, daB wechselwirkungen zwischen Transferrin 
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*rr-r die verstarkung der DNA- 
und seinem Rezeptor fur die ver eine 

A- a rinrch das Retrovirus bewirkt wiru, 
Aufnahme, die durcn aas 

wesentliche Rolle spielt. 
Beispiel 12 

H^Xua ees ,H-We«s an* - Oentrans^eKt von 
Rei:roviren 

— ',7- - en . aen 
□H-Werts auf die Fanig«M. 

^ei-srken. zu untersuchen. Die 
Gentransfer zu verstarken vora ngegangenen 
Transfektionsversu^wurde^ ob ein 

B *TVZ 9 ^*1^^^ wesentlich 

niedriger pH-Wert tu ^arakterisierten 
ist , wuxden die beiden gut Monensin 
Xnhibitoren der endosomalen pH Wer ^ ^ 

^ ^oniu.chlorid, Substa nzen 

^TZZZtr^^ -den, wenn das 
dann aen^ ^^ er Gentransfer - Eff ekt den niedrigeren 
Retrovirus fur den g hi ngegen andere 

r>H-Wert des Endosoms benotigr. w« * 
pH-werr ae Tragen komraen, 

Mechanismen fiir diesen Effelcr zuro 

namlich die direkte Fusion auf der 

K OT "Fiache annlich wie beim HIV 
Zvtoplasnnaoberflache, a Subst anzen 

Ei.tritts.nechanis.us dann sollte 

en^eder keinen negative £££ wenn si e die 

soger einen verstarkenden Ef fekt mentellen 
Route der TfpL-DNA-Komplexe andern. Die e p 
Route aer * . l6 dar gestellt sind, stUtzen 

Erg ebnisse, die in Fig- 1 J wirkung der 

^ letztere H ^^en ^NA-Transfer untersucht 

beid en Sub*™ auf - ^ ^ 

und es wurde gefunden Wenngle ich eine 

Chioroouin funktionell ersetzen * 

Cnlorogux Luci ferase-Genexpression bei 

geringe Zunahme der Lucireras 
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hoheren Anunoniumchlorid-Konzentrationen festgestellt 
wurde (Spalten 1-5)- Das Retrovirus allein zeigt die 
schon in den vorangegangenen Beispielen beobachtete 
leichte VerstSrkung des DNA-Transports (Spur 6). Eine 
Starke Zunahme wurde beobachtet, wenn das Retrovirus in 
Gegenwart von 1 pM Monensin angewendet wurde (Spur 7). 
Ein weniger starker Effekt wurde bei einer h5heren 
Monensin-Konzentration (Spur 8) sowie in Gegenwart von 
Ammoniumchlorid beobachtet (Spuren 9 und 10). 

Beispiel 13 

VerstSrkung des .durch Transf errin-Kon jugate erzielten 
Gentransfers durch das N-terminale endosomolytische 
Peptid des Inf luenza-H&nagglutinins HA2 

a) Synthese des Peptids 

* *** * 

Das Peptid der Sequenz (SEQ ID N0:1) Gly-Leu-Phe-Glu- 
Ala»Ile-Ala-Gly-Phe-Ile-Glu-Asn-Gly-Trp-Glu-Gly-Met- 

Ile-Asp-Gly-Gly-Gly-Cys wurde mit Hilfe der 
Fmoc( Fluorenylmethoxycarbonyl ) -Methode ( Atherton 
et al., 1979) synthetisiert, wobei ein Applied 
Biosystems 431A Peptidsythesizer verwendet wurde. Die 
Seitenketten-Schutzgruppen waren t-Butyl fur Cys, Glu 
und Asp und Trityl fur Asn. Nach der Kopplungsreaktion 
wurde ein Ninhydrintest durchgefiihrt, der einen 
Kopplungsgrad von > 98 % fur jeden Schritt zeigte. 
Beginnend mit A- 19 wurden Zweif achkopplungen 
durchgefiihrt. Die N-terminale Fmoc-Gruppe wurde mit 
20 % Piperidin in NMP (N-Methylpyrrolidon ) von einem 
Teil des Peptidharzes entfernt. Daraufhin wurden die 
Fraoc-geschiitzten und die ungeschiitzten Fraktionen mit 
DCM (Dichlormethan) gewaschen und unter Hochvakuum 
getrocknet. Die Ausbeuten betrugen 293.6 mg Fmoc-freies 
Peptidharz bzw. 366.5 mg Fmoc-geschiitztem Peptidharz. 
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• r freien Peptidharzes warden 1.5 h lang 
m .l .g des ^ OC -^. P ^ unte rworfen, wcbei 

einer 0 .75 g Phenol, 300 pi EOT 

eine Mischun, J von 10 - T ( id , ^ 

(Ethandithxol) 250 ^ wurde vom 

500 ul Wasser verwendet wurae t . Das H arz 

x. riassinternutsche filtrierx. 

Harz durch exne Glassmxe p . ltrat be igegeben. Das 

Fil trat wurde auf ca-^ e , ^ ^ ^ 
tropfenweise unter Ruhren d der 

Peptldnieaerscnla,^ — ^ — 3 ' 
toarOOerstand -~~fen. getrodtnet . 

.» 40 ml " her s f^" roaukt „urden in 3.5 ml 20 m» 

NH4HC03r -^Verlndung desselben Puffers auf 
Msung wurde unter Verweno g (pharmacla 
ein er vorgepaofcten sephade* G-25 saule ( ^ 
«.») gelfiltriert. Pas gesamte Mater ^ 

o csiii^ f Pharmacia luu x j-* > 
eine Mono Q-Sauie iri«w. 

« . mn * A 10-100 nun 

(Cradient: 0-10 min 100 * A ^ 

0-100 % B. A: 20 mM NH4HCO3 + * 

~ 3 N C l pie HauptfraKtion der 
Produict elurert »« ^ phase hpu; unter 

— °- SSU " ir^H^ore PP-304-SSule 
var»endung einer BIORAO (Graai<m t: 50-100 % 

(250 x 10 ml) welter gereinrgt Gradxe 
P U «er B in 12.5 min. 12.5-25 £n 100 • B Methanol. 

20 * NH4HC03 ♦ 300 pi NH3/1. »• » » * 

o i M&ssung bex 237 nm;. u©=> 

FluBrate: 3 ml/mr- Mas * „ auf 

aluiert bai 100 A Mieae r gelSst 

e^ar Spaedvac ^^^.^ Ausbe ute betrug 

"TtZ££££ZZ***M m der ostein- 
8.4 nig des HPLC-gerenu-y 

_ i^as peotid wurde mxt p-lo 
gasohutrten Form (das Pep „ erca ptoform zu 

^eionnat, , . Urn Pep^d ^ ^ 
erhalten, wurde die t-Butyx g 
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Thioanisol/Ethanedi thiol/ 

Trif luoressigsSure/Trif luoromethansulf onsSure 
(2/1/40/3; TrifluoromethansulfonsSure wurde in dem 
angegebenen VerhSltnis nach den anderen Komponenten 
beigegeben) 30 min lang bei Rauxntemperatur behandelt* 
Das Peptid wurde durch Atherf£llung und anschlieflende 
Gelfiltration (Sephadex G-25) mit dem oben angegebenen 
Puffer A unter ArgonatmosphSre isoliert. 

* • 

b) Kopplung des Inf luenzapeptids mit Polylysin 

♦ 

bl) Direkte Bindung iiber SPDP 

( Succinimidylpyridyldithiopropionat ) 

19.8 mg Polylysin(pL)300-Hydrobromid (Sigma) wurden auf 
einer Sephadex G-25-Saule (Pharmacia PD-10) in 
Natriumacetat pH 5 gelf iltriert, um die 
niedermolekularen Fraktionen zu entfernen. Aufgrund des 
Ninhydrintests betrug die pL-Konzentration nach der 
•Gelfiltration 3.16 mg/ml. Der pH-Wert der LSsung wurde 
mit 1 M NaOH auf 7-8 eingestellt. Zu 2.5 ml der 
pL-Ldsung (7.9 mg pL = 0.13 pmol) wurden 0.64 pmol SPDP 
(Pharmacia: 40 mM Losung in absolutem EtOH) gegeben. 
Dies entspricht einem molaren VerhSltnis von SPDP:pL 
von 5:1. Die Mischung wurde iiber Nacht reagieren 
gelassen und in 20 mM NH4HCO3 pH 8.2 auf einer 
G25-S£ule gelfiltriert. Nach Reduktion eines Aliguots 
des Filtrats mit DTT ( Dithiothreitol ) zeigte die 
Messung von Thiopyridon, daB die Reaktion vollstSndig 
abgelaufen war. 0.3 pmol pL-SPDP (bezogen auf pmol 
SPDP) in 2.212 ml wurden mit 0.35 pmol Peptid in der 
Thiolform reagieren gelassen. Ein weiBer Niederschlag, 
der beim Mischen von Peptid und pL erschien, wurde 
gelbst r indem die L&sung auf 2 M Guanidinhydrochlorid 
eingestellt wurde, wobei die Reaktion iiber Nacht 
stattfand. Photometrische Messung von Thiopyridon in 
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der — r^r— -ae ale 

Mischung 2 x gegen * er haltene LSsung 

-^-^ ^rfo" ' % cm, «— i.) 

„urde auf eine Mono S-Saule I ^ 

„ frrad ient: 0-20 min 100 * ' 
aufgetragen (Gradient 

0-100 % B. A: 20 mM HEPES pH 7.3/0.5 M 

tn • j B . 20 mM HEPES pH 7.3/3 n 
G„aniainl>yarooblor 1 a. B ^ 280 „„ 

Guaniainhyorochlona. 0.3 ml/ ^ 
^ Flu oressenznach«e 1 s be! 354 n» 

2S0 *. ^f^.tT^en 2x21 HBS 

GuaI aa i nh 5r aro 0 hl=r 1 aelu^x , ^ 

^lyslert. Di ^7 u ^ ie d " nd NiIlhyari „ t es t ze i3 te eine 
pj.-Konzenbral-on aurch ^ peptiainenge ^ 

Konzentration von ca. i. » ^sorption 

der tB sung aes ^^^rln glares Vexhalbnis 
bei 280 nm berechnet? dies erga 

von Peptid:pL von 4:1. 

.inen Polyethylenglykol-Linker 
b2) Bindung uber einen rex* 

r. 300 Hydrobromia (Sigma) wuxaen gelfiltrlert, 
14.6 mg PL 300 ° xu£g rana aes Ninhyarintests 
wle unter bl) angagaban Aufg ^^ion 

d 33 umol SPDP (Pharmacia, 
0.22 pmol, «-« 4.33 ^ ^ 
30 mH LOsung m absolut^ ^ spM , :pL von 

20 = 1. Nach 1-5 h wur NatriuBace tat/3 M 

Sephade* G-25-Saula xn ^ Redu)[tion eines 

Guaniainhydroehloria gelf Bestim ,»„g von 

W» deS FiltrS ! S "* c " Tnan Gehalt von 
Thiopyriaon aurchgafuhrt. die el ^ 

'JUSSS rraa^gaba von „ mg « 
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zur LSsung reduziert. Nach 2 h Reduktion wurde die 
Losung erneut auf G25 unter den angegebenen Bedingungen 
filtriert. Die Thiolbestinunung mittels Ellmann-Test 
zeigte eine Thiolkonzentration von 3-15 pmol in 
2.224 ml. 

17.62 mg = 5 pmol POE ( Polyoxyethylen-bis( 6- 
aminohexyl ) , Sigma) wurden in 500 pi 20 mM NaHC03/3 M 
Guanidinhydrochlorid pH 7-8 gelost und mit 13.8 mg EMCS 
( e-MaleimidocapronsSure-N-hydroxysuccinimidester ) 

(Sigma) (- 44.7 pmol), gel5st in 300 pi DMF 
(Dimethylformamid), reagieren gelassen. Nach 30 min 
wurde die L6sung auf G25 gelfiltriert (20 mM NaHC03/3 M 
Guanidinhydrochlorid). Die photometrische Bestimmung 
der Maleimido-Gruppe bei 300 nm zeigte eine 
Konzentration von 6.36 pmol reagiertem EMCS in 

2 ml L5sung» 

Zu 1.049 ml dieser LGsung ( entsprechend 3.34 pmol EMCS) 
wurden 1.39 pmol des Peptids in Thiolform (in 2.5 ml 
20 mM NaHC03/3 M Guanidinhydrochlorid) tropfenweise bei 
intensiver Durchmischung mittels Vortex in einem 
Argons trom beigegeben. Nach 15 min waren mit dem 
Ellmann-Test keine freien Thiolgruppen mehr 
nachweisbar. 

Die Losung des reduzierten SPDP-modif izierten pL wurde 
durch Zusatz von 1 M NaOH auf einen pH-Wert von 7-8 
gebracht. 1.373 ml dieser L6sung wurden bei intensiver 
Durchmischung mittels Vortex der obigen 
Reaktionsmischung beigegeben. Dies ergab ein molares 
Verhfiltnis von Peptid-SH:POE-EMCS:pL-SH von 1:2.4:1.4 
(bezogen auf EMCS bzw. SH). Nach 2.5 h Reaktion waren 
mit dem Ellmann-Test keine freien Thiolgruppen mehr 
nachweisbar. Das Material wurde Uber Nacht gegen 2 1 
20 mM HEPES pH 7.3/0.6 M NaCl dialysiert und 
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(G raaient: 0-20 »rn 22 % 

20 «M BEPES pH 7.3. B. A ^ 

0.3 «- --^^t r^e^,. Oas 

F luoreszens,»essung ^ eluierte , wurde gegen 

Produfct. das - • aer pL _ Kon aentration 

Li£ : - - e BOT9 

mxttels Ninny ergab em 

errechnetes Peptxd.pL Gesa n*volumen 
pL-Konzentration von 0.49 mg/m 



von 4.5 ml 



C ) Liposomenpraparation 



v a* f" reverse-phase evaporation") 
M^els der """^-^^J. and 

« *• liP T ""a Straubinger und Papahadjopoulos, 
Papaaadjopouxcs 1976 « ^ ^ 

1963): Wassrige Phase 10 ^ von 

Calcein 150 « »aCl, ^^^^chXich 

300 pmol L-a-Ees«hin (aus "J*^^ polar lipids . 

Palmitoyloleoylphosphatiayio . 

eines 

in 260 pi Chloroform warden enter ^ 
^etionsveraa.pfers fV^ ^ a=raufhi n 

^aBend i- Bo=hva*uu* gerroo^e « „ 8ssrlaen 

ui eder in 3 ml Diethyl «*«j££,L. vorte* 

Phase wurde grOndlich art SonicaWr 

^ischt und 5 -in lang b« u 0 C iner ^ 

(Badtyp) ultraschallbehandelt. Nacn a 

(Badryp) nochI „als 10 min lang 

^ das Material no ^ sta bile 

uXtraschallhahandal^Dre res ti ^ eraamp£et 

pulsion wurde langsam auf era bei 
eingedamprt. Naoh Entfemung des 

n 75 ml der wassrxgen Phase 
100 mbar wurden 0.75 ml a durch 

Restliche Spuren von Atner 
hinzugefugl:. Restli P fl 3Q m±n 

weitere Verdampfung bei 50 ™^ 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 PCI7EP92/02234 

109 

entfernt. Die erhaltene Emulsion (1.7 ml) wurde bei 
500 Upm zentrifugiert und anschlieBend durch eine 
Nucleopore Polykarbonatmembran (.0.1 \im) extrudiert, was 
ein Endvolumen von 0.7 ml Liposomenlttsung ergab. Die 
Liposomen wurden vom nicht-inkorporierten Material 
durch Gelfiltration (Sephadex G-50 medium, Pharmacia; 
23 ml Gel-Volumen, 10 mM HEPES pH 7.3/150 mM NaCl) 
getrennt. Es. wurden sechs Fraktionen von 500 ^l 
gesammelt. Lipidphosphor wurde nach der Methode von 
Bartlett, 1959, mit 2 mM bestimmt. 

d) Liposomen Leakage Assay 

Die Freisetzung des Liposomeninhalts ("Leakage") wurde 
anhand des Austritts des eingeschlossenen Calceins und 
der daraus resultierenden Verdtinnung, die eine 
Aufhebung der Selbstauslttschuhg der Fluoreszenz bewirkt 
(Bondeson et al., 1984), gemessen. Die 
Calceinfluoreszenz wurde mit einera Kontron SMF 25 
Spektralfluorimeter (Anregung bei 490 nm, Emission bei 
515 nm) gemessen. Zu diesem Zweck wurden 
100 pl-Aliquots der obigen LiposomenlGsung lOOfach mit 
0.1 M Natriumacetat oder 10 mM HEPES/150 mM NaCl Puffer 
mit dem entsprechenden pH-Wert (4.3, 4.5, 5.0, 6.0, 
7.3) verdunnt, urn ein Volumen von 1 ml zu erhalten. Zu 
diesen LGsungen wurden 2.5 pg des Peptids (t-Butyl- 
geschutzte Form; 1 pg/pl L5sung in HBS) in KUvetten 
unter Mischen mit einem sanften Argonstrom 
( Endkonzentration 400 nM Peptid) gegeben. Die 
Calceinfluoreszenz wurde zu verschiedenen Zeitpunkten 
nach Beigabe des Peptids gemessen. Die Werte fUr 
100 % Leakage wurden durch Zugabe von 2 \xl Triton X-100 
(Fluka) bestimmt. 

Dieselbe Vorgangsweise wurde angewendet, um die 
Calceinfluoreszenz nach Beigabe von Peptid-pL- 
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Konjugats (1 «/.*. llposolMi nl 6 sung baigagaban 

pL -Manga allato) wurdan ^ ^ Molo3 

(~— » I-Kcnjugat nacb Inknbabion 

wurdan 2.5 pg Paptid-Polylsi - 1 ^tereogen. 
.« 5 pg DNA (IB -to) *- Lea k age-«say 

... a , s peptid nur la sauran Bereich 
Es wurda gefunden. d « ^ (Mg . 

aie Praisabsung das niearlger a* 
Das Papbiokonjugat»=r *l ^ eine 

P H-Wart aktiv. woban. aucn ^ 
staxka Aktivitat gafundan wurda, «« 

p „-«arts noch verst^kt »ird elimlnie rta dia 

Di a Kompla^arung daa Kon,ug ^ 

A^vittt bei vothande „ war. 

pH-wert aina dautlicha Akuva-tat vor 



a) 



Transfaktion von K562-Zallan 



. ~ ats RPMI 1640-Medium 
K 562-Zallan wurdan in ^"° n ^" plus 10 % PCS. 
(Gibco BBL plus 2 g »atr stxe ptomycin and 

100 r'i'rt £r«*- » ^-°° o 

2 iSrS b b vor da, Transition wurdan dia 

raul toir scbaa «adiu, gagaban. daa 50 P» 

ge rro«an, u» aina ErnObung dar ™^ ^ 

• „K,=>r^ Am Morgen der iranti.cn- 
zahl zu erreichen) . " u s «„-t-haltend 

me »i-r- in frischem Medium, entnal-cena 
die Zellen gesammelt, xn in =r ^ ndiert 

, sr> ,,m Desferrioxamin suspendxerr 
10 % FCS plus 50 uM Desf e ^ 

(250.000 Zellen/ml) und je 2 ml in * 



24 vertiefungen gegeben. 



„i wns wurden mit den in Fig. 18 
. pg in 1M " odeI ^ pL30 0 in 

angagabanan Hang~ die ^^enan 
160 ul HBS gemischt, nacn i= 
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Mengen Inf luenzapeptid-pL-Konjugat ( "P16pL" ) zugegeben, 
nach weiteren 15 min wurde die Mischung den K562-Zellen 
beigegeben. Die Zellen wurden bei 37 P C 24 h. lang 
inkubiert und dann ftir den Lucif erase-Assay geerntet. 
Die Lucif eraseaktivitat wurde bestimmt, wie in den 
vorangegangenen Beispielen angegeben. Die in Fig. 18 
angegebenen Werte stellen die Gesamtlucif eraseaktivitat 
der transfizierten Zellen dar. 

f ) Transfektion von HeLa-Zellen 

HeLa- Zellen wurden in 6 cm Kulturschalen gezuchtet, wie 
unter "Zellen und Medien" angegeben. Die Trans fektionen 
wurden bei einer Dichte von 300.000 Zellen/Platte 
durchgef uhrt . Vor der Transfektion wurden die Zellen 
mit 1 ml frischem Medium, enthaltend 2 % FCS, 
inkubiert. 

6 pg pCMVL-DNA in 160 pi HBS wurden mit den in Fig. 19 
angegebenen Mengen TfpL-Konjugat oder mit pL300 oder 
einer Mischung von beiden in 160 pi HBS gemischt. Nach 
15 min wurden die angegebenen Mengen Inf luenzapeptid- 
pL-Konjugate ("P16pL M ) zugegeben und nach weiteren 
15 min die Mischung den Zellen beigegeben. Die Zellen 
wurden 2 h lang bei 37 °C inkubiert, dann wurden 2.5 ml 
frisches Medium mit einem Zusatz von 10 % FCS 
zugegeben. Die Zellen wurden bei 37 °C 24 h lang 
inkubiert und dann fur den Lucif erase-Assay geerntet. 
Die Lucif eraseaktivitat wurde bestimmt, wie in den 
vorangegangenen Beispielen angegeben. Die in Fig. 19 
angegebenen Werte stellen die Gesamtluciferaseaktivitat 
der transfizierten Zellen dar. 

Beispiel 14 

Verst&rkung des durch Transferrin-Konjugate bewirkten 
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• t Hilfe eines weiteren N-terminalen 
endosomolytischen Inf luenz 

t fSEQ ID NO: 2) Gly-Leu-Phe-Gly- 
Das Pepcid der Se*uenz ^^.^.^.oiu-Gly-Met- 
Ala-Ila-Ala-Gly-Phe-Ile Bezeichnu ng P41) vnxrde xn 

xXe-p-Gly-Oly-Oly-^ ^ ^ Be±spiel l3 ., 

analoger Weise ^ h ^ opplung deS Peptids an 
beschxiebene Peptxd. Dxe ^ PP ^ bl) durch 

. polylysin (PL300) wurde « el Konjugate 

"nT^-olylysln von .1 

mit: einem molaren 
erhalten. 

nn HeLa zellen mit influenzapeptxd- 
b) Transfektion von HeLa ^ 

Konjugaten 

„ eU fallen wurden. «*£Z^ITJ£^ 

von 300 000 zellen/schale ^ £risch em 

Transferee ink ubie rt . 6 pg pCMVL-BN* in 

Medium, enthaltend 2 % pH 7>3) wurde n 

«0 Pi »S (150 - n „,, each 15 *» 

6 „ des Kenjugars l£p "" x inko njuga<: Mlpt 

ode r. — J^*^, " leh . Beispial 13, zugefOgt 
polylysinkonjugat PloP" faeiden 

(Fig . »„ die -^^ en ge £ testet worden. daB 
Peptidkonjugafe -» ^ BtCTB- «. op*— 
sie die fur die verstarkung ^ ^ ^ 

Mengen darstellen. Nach we e ^ die 

^ecnung den ZeXian * ^"J^. Die in rig. 20 

26116,1 ^eTe a G eL t lucifarasea,«ivit« 

gezeigten Werte stexxei 

der transf i*ia«an flen belde „ 

per vergleioh der Experxmente m 
Peptidkonjugaten zeigt eina n-hr ale 3. 
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VerstSrkung des Gentransfers durch das Peptidkonjugat 
P41pL. 

c) Transfektion von BNL CL.2 Zellen mit 
I n f 1 uenz apep t i dkon j ug a ten 

BNL CL.2 Zellen wurden geziichtet, wie in Beispiel 6 
beschrieben. Das Inf luenzapeptid P41 wurde mit 
Polylysin300 bei molaren Verhaltnissen Peptid:Polylysin 
von 1:1, 3:1 und 8:1 konjugiert. Komplexe aus 6 (ig 
pCMVL-DNA und 20 \ig der Kon jugate wurden den Zellen 
beigegeben. Zum Vergleich wurden 20 ug pL300 oder 20 \ig 
P16-Polylysin-Konjugate, hergestellt wie in Besipiel 13 
beschrieben, verwendet. Die Zellen wurden bei 37 °C 4 h 
lang inkubiert, dann wurden 2 ml Medium, enthaltend 18 
% FCS, zugegeben. Nach 24 h wurden die Zellen fur den 
Luciferasetest, dessen Ergebnisse in Fig. 20B 
dargestellt sind, geerntet. Im Liposomen Leakage Assay 
(Fig. 20C), der wie in Beispiel 13 durchgefiihrt wurde, 
stieg die Aktivitat der Konjugate ( entsprechend 2,5 \ig 
Polylysin, pH Wert 5), mit ihrem Gehalt an Peptid (in 
der Fig. ist P41 als "influ2" bezeichnet). 

Beispiel 15 

Transfektion von HeLa- Zellen mit einem B-Galaktosidase- 
Reportergenkonstrukt und in situ Nachweis der B- 
Galaktosidase-Expression 

a) Zuchtung und Transfektion der Zellen 

Fur die Transfektion wurden HeLa-Zellen in DMEM-Medium, 
enthaltend 5 % FCS, Penicillin, Streptomycin und 
Glutamin, wie in den vorangegangenen Beispielen 
angegeben, in 3 cm Kulturschalen auf Deckglasern 
gezuchtet (3 x 104 Zellen/Schale ) . 
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* aes B-Galaktosidase- 

FOr dia UL, in 160 Pi HBS ait 

BeportergenKonst^ts (PCMV 9 ^ ^ ^ ^ ^ 

12 pg TfpL190B in 160 I" ■= 

Etaumtamperatur inkubiart. 

E^arimant wurdan 6 PS pCMV-B-gal in 
In einen ^foB in 80 pi HBS 15 *in bai 

Baumtemparatur ^ £luen aapap t id-Kon:|ug,ts 
Beispiel 13 hargaatalltan Mlsc bung waitare 

15 „in infcubiert. Oiese DNA P » ^ ^ 

aann Bit 1 ml DME« Pl«* ..Liacht. Urn dan Effakt 

G1 uta»in. wia oben angagaban. ge-sob 

Leistungsfahigkeix a« 

^aran Hapaxinan«n cb— ^ ^ Ad „. 

- - — f ~a sr ^rsr — 

Kultunnadium von dan zeiJ. chioroguin 
antbaltand die ^" ^Tn^bationsaeit von 

— «~ -^7^"-, ^and 10 * PCS, 

2 h bai 37-0 «urda 1 -1 0*™' iuges atab and dia 

^tiblotiKa and ^'^^.U wurde das 
Ink uba t ion far wait*» a * 9 ^ „ 3 «1 

9 aaamta Hadium wtlbiotik a und Glutaadn, 

frischam DMEM plus 10 * FCS, *" 



gezuchtet. 
b) B-Galaktosidase- Assay 



h der Transfektion wurde das Medium entfernt, 
48 b nach der Trans* hatgep ufferter 
die Zellen wurden 1 x nut y 
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KochsalzlOsung (PBS) gewaschen und mit 0,5 % 
Glutardialdehyd in PBS 5 min lang bei Raumtemperatur 
fixiert. Dann wurde das Fixiermittel entfernt und die 
Zellen 1 x mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde mit 
der Farbelbsung (10 mM Phosphatpuf fer pH 7.0, 150 mM 
NaCl, 1 mM MgCl2, 3.3 mM K4Fe(CN)63H20, 3.3 mM 
K3Fe(CN)6 und 0.2 % 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B- 
galaktopyranosid) bei 37 °C 20 min bis 3 h inkubiert 
(Lim und Chae, 1989). Danach wurden die DeckglSser in 
PBS, Wasser und 96 % Ethanol gespttlt, getrocknet und in 
Mowiol auf ObjekttrSger eingedeckt. Zur Analyse wurde 
ein Zeiss Axiophot Mikroskop verwendet. 

Fig. 21 zeigt Abbildungen der mikroskopischen 
VergroBerungen (112 x). A: HeLa-Zellen, transfiziert 
mit 6 pg pCMV-B-gal, komplexiert mit 12 pg TfpL190B. 
Die Farbereaktion fUr B-Galaktosidase wurde wShrend 
3 h durchgef uhrt . Die Fig. zeigt, daB sehr wenige 
Zellen (55 Zellen; die Gruppe der gefarbten Zellen ist 
mit einem Pfeil angezeigt) das B-Galaktosidasegen 
exprimieren. B: HeLa-Zellen, transfiziert mit 
6 pg pCMV-B-gal, komplexiert mit 6 pg TfpL190B und 
12 pg P16pL. Farbereaktion: 3 h. Wenige Zellen 
(250 Zellen) exprimieren das B-Galaktosidasegen. Die 
Reaktion der Zellen ist jedoch starker als in A. 
C: HeLa-Zellen, transfiziert mit 6 pg pCMV-B-gal, 
komplexiert mit 6 pg TfpL190B und 12 pg P16pL in 
Gegenwart von 100 pM Chloroquin. Farbereaktion: 
3 h. Viele Gruppen von Zellen zeigen eine stark 
* positive Reaktion (mehr als 1.000 Zellen). D: HeLa- 
Zellen, transfiziert mit 6 pg pCMV-B-gal, komplexiert 
mit 12 pg TfpL190B in Gegenwart von Adenovirus dl312. 
Farbereaktion: 20 min. Beinahe alle Zellen (mehr als 
90 %) zeigen eine positive Reaktion. E: Nicht 
transfizierte HeLa-Zellen (Kontrolle fur die Spezifitat 
der B-Galaktosidasereaktion) . Farbereaktion: 3 h. 
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Beispiel 16 

i it en mit einem 48 kb Cosmid in 
Transfektion von HeLa-Zellen mxt 

Gegenwan: von £ reiem Adenovirus 

nn e ines Cosmids, enthaltend die fur 
a) Herstellung ernes ^ 

^cifaraaa kodierenda Saouanz 

,3,, SaXX-Pra^. — 1— — ^ ^ 

^aXXs X^-aae —a Sa,uana — - 
Kontt oXXa aas BSV-^ora. — - «^ 

p22RS VX.u=a una in aie — * aez 

, , n alert urn Concatamare zu biXden. 
cosmiaklons Cl-7al Xxgxart, 

(cl . 7al anthaXt ain 37 «> hu.anas aanoaiachez ON* 

Lv.™— (TaXXvaruau,. * — 

Sau3A irg ■ m die BamHI-Stelle des 

offensiohtlichen Gene, Klonxart in 

Cosmidvektors P W15 (Stratagene) ) . Das 

^«k* wurde darauf in vxtro 
Ligationsreaktionsprodukt wura artike i 

d .in Aliquot der erhaltenen Phagenpartxkel 
verpackt und eon Aiiquo 

„ E.coXi m^ert una auf - a»P PXa«an 

— T^IT IT-———" 

Fragments ( aescree nt und eine Anzahl von 

als Hybridisierungsssonde gescreen 

* «* Restriktionskartierung analyst Bin 
positiven durch Res"crx«.u 

^ *aa SaXX-Xnsa^. - - - — 

. .-t- (Gesamtgr6Be: 48 kt>). 
caesiumgradienten gerexmgt (Gesam 
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Ein kleines Kontroll-Cosmid pWELuc (12 kb) wurde 
hergestellt durch Verdau von CosLuc mit Not I, 
Religieren, Trans formieren von Bakterien und Isolieren 
des richtigen Plasmids. Dies ergab ein 12 kb DNA- 
Molekttl, dem ein Teil des humanen DNA- Inserts und ein 
Teil des Polylinkers von CosLuc fehlte. Das Plasmid 
pSPNeoLuc (8 kb) ist das in Beispiel 5 beschriebene 
Plasmid, das ein RSV-Lucif erase-Genfragment (ein 
Apal/Pvul-Fragment von pRSVL, kloniert in die Clal- 
Stelle des pUCy-Lokus) . 

b) Transport des Cosmids in HeLa- Zellen 

HeLa-Zellen (3 x 10 4 Zellen pro 6 cm Schale), bedeckt 
mit 1 ml DMEM + 2 % FCS wurden mit TfpL/DNA-Komplexen, 
hergestellt wie in der Einleitung zu den Beispielen 
beschrieben, en thai tend die angegebenen Mengen hTfpL, 
freiem Polylysin und DNA, inkubiert. ZusStzlich 
enthielten die Inkubationsmischungen entweder 100 pM 
Chloroquin (Spalten 1 und 2) Oder 10 pi Adenovirus 
dl312, enthaltend 5 x 10H Partikel pro ml (Spalten 3- 
12). Nach einer 2 stttndigen Inkubation bei 37 °C wurden 
jeder Schale 4 ml DMEM + 10 % FCS beigegeben, 24 
Stunden spater wurden die Zellen geerntet und die 
Luciferaseaktivitat gemessen, Die Ergebnisse sind in 
Fig, 22A gezeigt. 

* • 
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c) xranspor, des Cosmids in neuroblastoma 

, ,™ Zellinie der Bezeichnung GI- 
zellen einer Neuroblastom-Zellxnx 

. * a i 1998) (1 x 106 zellen pro 6 cm 
ME . N (Donti rt 1., 
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, md DNA ZusStzlich enthielten die 
Polvlysin vind DNA. w 

^.^rio-r 100 UM Chloroquin 
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• ^ 1 stundigen Inkubation bei 37 C wur 
Nach exner 2 stunoag e^-unden 
S^e 4 ml DMEM + 10 % FCS beluegeben. «« 
spa «r wurden die Zellen geemte* und die 

eon Die Ergebnisse sxnd xn 
LucxferaseaktivitSt gemessen. Dxe g 

Fig. 22B gezeifft- 
Beispiel 17 

^transfer *l«el. —sen ^oppelten Adenovirus- 
Polylysin-Konjugaten 

^ic-Polvlvsin-Konjugaten. 
a) Herstellung von Adenovirus Polyly 

mittels chemischer Kopplung 

• r ae lfiltrierten (Sephadex G-25 FD10, 
2.35 ml einer gelfxxxrie u 

P ™le, - PH ,.. / 10 * 

Pa rrl*el> in 150 - «W » einer , Msung 

Glycerin, wurde alt lO* ^ & ^ 

- Z LdULlerte virus durcn 

Raumtemperatur wurae utu- 
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Gelfiltration (wie oben) vom uberschtissigen Reagens 
abgetrennt. Die Lttsung (2.5 ml) wurde mit Argon gespiilt 
und unter Sauerstof f ausschluss und Argon mit 42 nl 
einer LOsung von FITC-markiertem Poly ly sin (1 nmol), 
modifiziert mit 2.3 nmol Mercaptopropionat-Gruppen 
(hergestellt wie in EP 388 758 beschrieben ) , reagieren 
gelassen. Nach 18 h bei Raumtemperatur wurde die Halfte 
der L6sung in ein Zentrifugenrohrchen tiberftihrt, mit 1 
ml einer Cesiumchlorid-LSsung (Dichte 1.33 mg/ml) 
vorsichtig unter schichtet und 2 h bei 35000 rpm (SW60 
Rotor) bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die Virusbande 
wurde als 200 pi Cesiumchlorid-Fraktion gesammelt und 
mit HBS / 50% Glycerin auf 1 ml verdiinnt* 
Ein DNA-Bindungsassay wurde mit 300 jil des 
modifizierten Viruses durchgefiihrt: die Viruslttsung 
wurde mit 1 ml HBS verdiinnt und mit 100 pi LGsung einer 
35s-markierten DNA (15 ng pRSVL, hergestellt durch 
Nick-Translation) versetzt. Zur Kontrolle wurde das 
Experiment mit gleicher Menge unmodifiziertem Virus 
dl312 parallel durchgef uhrt . Nach 30 min wurden die 
Proben in Zentrifugenrohrchen tiberfuhrt, mit 1 ml einer 

mm 

Cesiumchlorid-Losung (Dichte 1.33 mg/ml) vorsichtig 
unterschichtet und 2 h bei 35000 rpm (SW60 Rotor) bei 
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Gradient wurde je in 
5 Fraktionen geteilt; Fraktion 1, 1 ml; Fraktion 2, 0.6 
ml; Fraktion 3-5, je 200 \xl. Die RadioaktivitSt von je 
200 ]il der Fraktionen wurde bestimmt und ist in Fig. 23 
wiedergegeben. Dabei findet man in den VirushSltigen 
Fraktionen (3-5), hauptsSchlich Fraktion 3, eine 
deutlich hdhere Radioaktivitat als im 
Kontrollexperiment ; dies ist auf spezifische 
Assoziation des Polylysin-modif izierten Adenoviruses 
mit der markierten DNA zurttckzufiihren. 

b) Transfektion von K562-Zellen 
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rrr 243) warden in Suspension in RPMI 
K5 62-Zellen (ATCC CCL 243) wu ^ _ , 

l6 40-Medium (Gibco BRI» P^s 9 1±n , 100 ul/ul 

plus 10 % FCS, 100 Einhexten/ml Penxc ^ ^ 

Stxep OT cin und 2 m ^\^J\ 0 h vQ r der 
500.000 Zellen/el frisches Medium 

gegeben, das 50 ^ eine Erh6hu ng der 

MaBnahme wurde ^^en) . » Morgen der 

Tt ans£errinreze P tor-zahl t> in frischem 

Xransfektion wurden dxe ^ Desferrioxamin , 

Medium, enthaltend 10 % FC P ln eine 

suspendiert (250.000 Zellen/ml) und 3 

9.4. Vertiefungen gegeben. 
Schale mit 24 Vert Q>6/ 0 . 0 6 ug) « 

Angegebene Mengen ^MVL n . Adenovirus 
«0 pi HBS wurden ^ ^ Mengen (35 pi) Kontroll- 
(pLAd eno) bsw. ^ sP f C ^ d Nach 20 min wurden jeweils 
Adenovirus d!3l2 gemisch*. Nach^ ^ TfpLl90 B- 
entsprechende Mengen (12, ^ - ^ 2Q min 

Koniugat in 150 pi HBS beigege ben. Die 

w-de die Mischung den 1562 ^ ^ ^ 

zellen wurden bei 37 C Luci f eraseaktivitat 

d en Luciferase-Assay 

bestir, wie in den v 9^ ^ die 

angegeben. Die m Fig. 2 9 erten Zel ien 

Gesamtluciferaseaktxvitat der tr. 

dar- 

c) Transfektion von HeLa-Zellen 

Pol y lysin-Viru S KonJuga« i« BNA -Hengen 
Konjugats auf seine Fahl9k "*' Es ^ eine 

( „eniger els N ) « « anSP °" l ^ rtet , „ e n„ dee 

sstji^i .e — ™ 
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(Transferrin und Adenovirus-Faserprotein) direkt mit 
der zu transportierenden DNA assoziiert sind. Um die 
Richtigkeit dieser Annahme zu uberprufen, wurde eine 
konstante Menge des Polylysin-Adenovirus-Konjugats (2.5 
pi, ca. 5x107 Viruspartikel ) mit verschiedenen Mengen 
(3 pg bis 0.0003 pg) von Reporterplasmid in 475 pi HBS 
komplexiert. Nach 15 min Inkubation bei Raumtemperatur 
wurde eine der Masse an DNA entsprechende Menge von 
Transferrin-Polylysin jeder Probe beigegeben (diese 
Menge an TfpL wurde gewahlt, weil sie vollstSndiges 
"packaging" ( Elektroneutralitat ) von 50 % der Plasmid- 
DNA gewahrleistet und gleichzeitig Bindungs-Freiraum 
fttr das Virus-Polylysin-Konjugat gewahrleistet. Nach 
Zugabe von TfpL wurden die Mischungen 15 min lang 
inkubiert, dann wurde jede Mischung in eine 6 cm 
Kulturschale, enthaltend 300.000 HeLa-Zellen in 1 ml 
DMEM/2 % FCS, gegeben. Darauf wurden die Zellen 1.5 h 
lang bei 37 °C inkubiert, danach wurden 4 ml DMEM/10 % 
FCS zugegeben. Parallel dazu wurden aquivalente Mengen 
DNA mit einem zweifachen MassenUberschuB TfpL (die 
Menge ftir vollstandige DNA-Kondensation) komplexiert 
und fttr den Gentransfer in HeLa-Zellen verwendet 
(einmal allein, einmal in Gegenwart von 25 pi der 
nicht-Polylysin-gekoppelten Adenovirus dl312- 
Praparation). Nach 24 h wurden die Zellen geerntet, 
Extrakte hergestellt und Aliquots auf 
Luciferaseaktivitat untersucht. Das Ergebnis dieser 
Versuche ist in Fig. 25 dargestellt: Bei Fehlen von 
Adenovirus ist bei einer DNA-Menge unter 0.3 pg keine 
Luciferaseaktivitat nachweisbar. Sowohl Polylysin- 
gekoppeltes als auch nicht-gekoppeltes Adenovirus 
funktionierten bei groBen DNA-Mengen (3 pg und 0.3 pg) 
gut. Mit dem nicht-gekoppelten Adenovirus wurde jedoch 
ein beinahe lOOfacher Aktivitatsabfall bei 0.03 pg und 
eine vernachl&ssigbare Aktivitat unter dieser DNA-Menge 
beobachtet. Im Gegensatz dazu behait das Polylysin- 
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.-„. seine Gentrensfer-Kapazitat sowohl bei 
gefcoppelte Vxrus seine ^ ^ „ Dm 

0.003 els auch bei 0.0003 ™ a oa . 1 

Lttspricht oa. 100 DKA-Holekulen/Zelle 
Viruspertikel/DNA-MolekOl. 



Beispiel 18 

Gentransfer 
Adenoviren 



,. crh an polylysin gekoppelte 
mittels enzymatxsch an Poxy 



a ) Enzymreaktion 
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b) Demonstration aer Oinaung von Polylysin en 
Adenoviren 
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Die Reaktion wurde mit Polylysin, das mit 12 5j mittels 
Bolton-Hunter Reagenz (Amersham) markiert wurde, wie 
oben beschrieben durchgef tthrt . Nach der CsCl- 
Gradientenzentrifugation wurde die Virusfraktion 
abgezogen und iiber einen weiteren CsCl-Gradienten 
getrennt. Danach wurde der Gradient fraktioniert und 
die Radioktivitat in alien Fraktionen mit einem 
Szintillationszahler bestimmt. Wie in Fig. 26 
dargestellt, zeigte sich dabei/ daB bei dem 
Reaktionsansatz mit TG (dl312/TG-pL) radioaktives 
Polylysin in der Virusfraktion (Virus) angereichert 
war. Im Kontrollansatz ohne TG (dl312/pL) fand sich 
keine Anreicherung von radioaktivem Polylysin in der 
Virusfraktion. 

c) Testung der Polylysin-modif izierten 

Adenovirus fraktionen bezuglich ihres Effektes auf 
die Trans fektionsef fizienz 

i) Zellen und Medien 

Zur Transfektion wurden 5x105 Zellen (Mausehepatozyten; 
ATCC No. : TIB 73) in DMEM mit 10 % hitzeinaktiviertem 
fotalem KSlberserum (FCS) # 2 mM Glutamin, 100 I.E. /ml 
Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin in 6 cm 
Kulturschalen ausges^t. 

ii) Bildung der virus-DNA-Transferrin-Komplexe 
50 pi der jeweiligen Polylysin-modif izierten 
Virusfraktion wurden mit 6 pg des DNA-Plasmids pCMVL in 
10 p HBS gemischt und 20 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Danach wurde dem Gemisch 8 pg MSuse- 
Transferrin-Polylysin290B (mTfpL) zugesetzt und fiir 
weitere 10 min inkubiert. 
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TransfeKtion der MBusehepatozyten 

n*A xransferrin-Komplexe wurden It 1-S ml 
Die virus-DNA-Transf ^ 

Medium (DMEM It 2 % FCS nachdem das alf 

Antibiotic) genuscht ^ ^ einer Inku bation 

Medium entfemt wurde, zuge ^ DMEM mit 10 

^ . . o 70 c wurde den Zelien ^ 
von 2 h bei 370 C ™ ZU gegeben. Nach erner 

% rcs , ~» -a ^ 2stunaen ^ a « 

weiteren Kultivxerung y Ze n e n 4 ml von 

g esa»» t e Media. rXu- 
frischem DMEM mit 10 % FCS, gx 

zugesetzt. 

iv) Bestimmung der Luciferaseexpression 

,h der Transfektion wurden die Zellen 
24 Stunden nach der Tran 
geemtet und der Luciferase-Assay, 
beschrieben, durchgefuhrt. 

«•„ ?7 ersichtlich, ergab die 
wie aus Fig. 27 ersx^ ^ Adenovire n. mit TG und 20 

Virusprapara-cxon, ^ o/TG-20 nmol pL), 

«* Papain ^ • - 
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-^-T^-. TO acO PoX.iysia 
M enovrren. Diese Pr8par ation ergab 

behandelt warden (aiJ^> 
4403000 Lichteinbeiten. 

polylysin-modif xzx&l w 
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nicht modifizierten Adenoviren, insbesondere bei 
niedrigen DNA-Mengen 

Die Transfektion wurde wie in Beispiel 3c) beschrieben 
durchgeftihrt, wobei zur Komplexbildung 50 pi der 
Adenovirusfraktion dl312/TG-20 nmol pL und 6 pg pCMVL/8 
pg mTfpL, 0.6 pg pCMV-Luc/0.8 pg mTfpL oder 
0.06 pg pCMVL/0.08 pg mTfpL verwendet wurden. Zum 
Vergleich wurden auch Transfektionen durchgeftihrt mit 6 
pg, 0.6 pg, 0.06 pg pCMVL/mTf pL-Komplexen und nicht 
modifizierten Adenoviren (dl312). Es zeigte sich, daB 
die Komplexe mit Poly ly sin-modi f izierten Adenoviren 
auch bei niedrigen DNA-Mengen noch hohe 
Expressionswerte ergaben, wShrend bei nicht 
modifizierten Adenoviren die Expression stark 
vermindert war (Fig. 28). 

Beispiel 19 

Gentransfer mit Konjugaten, in denen die Bindung 
zwischen Adenovirus und Polylysin tiber eine Biotin- 
Streptavidin-Brucke erfolgt 

a) Biotinylierung von Adenovirus dl312 

2.4 ml einer gelfiltrierten (Sephadex G-25 PD10, 
Pharmacia) L6sung von Adenovirus dl312 (ca. 10H 
Partikel) in 150 mM NaCl / 5 mM HEPES, pH 7.9 / 10 % 
Glycerin , wurde mit 10 pi (10 nmol) einer 1 mM Losung 
von NHS-LC-Biotin (Pierce 21335) versetzt. Nach 3 h bei 
Raumtemperatur wurde der Biotin-modifizierte Virus 
durch Gelfiltration (wie oben) vora iiberschiissigen 
Reagens abgetrennt. Die Lbsung wurde durch Zugabe von 
Glycerin auf eine Glycerinkonzentration von 40 % 
gebracht ( Gesamtvolumen 3.2 ml) und bei -25°C gelagert. 
Die Biotinylierung des Viruses konnte in einem 
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_ .„ nach xropfen von verschiedenen 
native. ***** Membran nachgewi esen 

verdiinnungen auf Cel , 2 h im 

werden: nach Trocknen bei 80 / bieren nuLt 

, ..^rank Blocken mxt Xl1 ^ 
Vakuumtrockenschrank, alischer phosphatase 

Streptavidin-konjugierter Alkalxscher P 
st:rep . , h Tnkubation nat der 

(«). Waschen una lb ^ (N1 «obl.u- 

Tetrazolium Salz/ a . . „urde eine 

Toluidin-Salz ; Boehringer Mannhex*) 
positive Farbreaktion gefunden. 

on streptavidin-Polylysin-Konjugaten 
b) Herstellung von Streprav 

on streptavidin mit Polylysin wurde nach 
Die Kopplung von Strepxavi 

* =i 1990. und in der 
^S^^enen Methods a^e^- 

79 «x ,4.7 » 3 > S-ptaviain in X - « - — 

? 7 , 300 - HaCi « S^t— «■ 

etnanoliscXen LOsung von^SPDP (2 moai£iIie rte 
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Protein oner eine Sephaae* saul^S 

„ ob ei 7= n»oi streptaviarn ^ moaifi ,ierte 
^^^^iMercaptopropionat-.odifizierte, 
Protein wu.de ^ Me KettenlSng e 
Polylysxn (75 nmol, ° ig0 mol 

290 »~ 1 100 - HEPES 

Mercaptopropxonat-Lxnker , x a+1110Brfiare reagieren 
P H 7.9, 150 *M NaCI unter Argonatrcosphfcre 

gelassen. Konjugate wurden s ^ 

Ltionenaustausch^atographxe^a^ ^ % 

saule (Pharmacia) isolxert.^ ^ ^ 

Puffer. Puffer A. 5Q Produkt fraktion eluierte 

A plus 3 M ^^^rzwischen 1.2 M und 1.7 M. 
bei einer Salzkonzentratxon zwxsc 

Dia i yS e gegen BBS (20 mM HEPES pH 7.3, 
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ergab ein Konjugat, bestehend aus 45 nmol Streptavidin 
und 53 nmol Polylysin. 

c) Transfektion von HeLa-Zellen 

HeLa-Zellen wurden in 6 cm Kulturschalen geziichtet, wie 
in Beispiel 1 angegeben. Die Transfektionen wurden bei 
einer Dichte von 300.000 Zellen/Platte durchgeflihrt. 
Vor der Transfektion wurden die Zellen mit 1 ml 
frischem Medium, enthaltend 2 % FCS, inkubiert. 

* 

6 pg pCMVL-DNA in 100 pi HBS wurden mit 0.8 pg 
Streptavidin-Polylysin in 170 pi HBS gemischt. Nach 20 
min wurden 3 pi Polylysin pL300 in 170 pi HBS 
zugemischt. Nach weiteren 20 min wurden 65 pi 
biotinyliertes Adenovirus oder als Kontrolle 
entsprechende Mengen an Adenovirus dl312 (30 pi, 
Ausgangsvirus fttr die Modif izierung ) zugegeben. Die 
Komplexmischungen ("biotinAdV/complex A" bzw. "control 
AdV", siehe Fig. 29) wurden weitere 20 min 

* 

stehengelassen* 

Eine alternative Komplexbildung wurde durchgefiihrt, 
indem 65 ]il biotinyliertes Adenovirus zuerst mit 0.8 ug 
Streptavidin-Polylysin in 50 pi HBS gemischt wurden, 
nach 20 min 6 pg pCMVL-DNA in 170 ul HBS zugegeben 
wurden, und nach weiteren 20 min 3 pi Polylysin pL300 
in 200 pi HBS zugemischt wurden. ( Komplexraischung 
"biotinAdV/complex B"). 

0..6 pg pCMvL-DNA in 67 pi HBS wurden mit 0.3 pg 
Streptavidin-Polylysin in 33 pi HBS gemischt. Nach 20 
min wurden 65 pi biotinyliertes Adenovirus oder als 
Kontrolle entsprechende Mengen an Adenovirus dl312 (30 
pi, Ausgangsvirus far die Modif izierung) zugegeben. Die 
Komplexmischungen ( "biotinAdV/complex A" bzw. "control 
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^ tr-„ 29 ) wurden weitere 20 min 
AdV ", siehe Fig. 29) wu ver dunnt. 

stehengelassen und d J chgef Uhrt, 

Die alternative -erst .it 0.3 pg 

indem 65 pi ^^^^^ mS gem ischt wurden, 

^^TeT^^ * 50 * ^ ZU9e96ben 

nach 20 mm 0.6 pg P CM \ dV/coraplex B« ) 

wurden. Die Komplex-misch dann ^ HBS 
wurden weitere 20 min stehengelassen un 
auf 500 ul verdunnt. 

^ , o11e n beigegeben. Die Zellen 
«• «" Tn^^ LL wurden 2.S - 

£ri sche S Medru* 2i h lan3 bei 37'C 

.ugegeben. Dre «^ ^erase-Assay geemtet. 
^iert und dann fur d ^ ^ in aen 

Die Luciferaseaktivitat »K» 29 

aer transfirierten zellen dar. 

. ™*den Transfektionen von HeLa-zellen 
Parallel dazu wurden Tr ^ des Kcnjugara 

^'T^ZTvZs verwende* -de. das -it- 
em biormylrertes vxr ^ war . Die 

Psorelen/gV-Be^ung ^ Je 2Q0 ^ 

Inaktivierung uurde ^ 2Mei 

Wctinylaertej^ruapr^^^^^ g 
vertiefungen erner 1. s-nethoxypsoralen 
zu Jeder rrob. warden 2^ J ^ ^ 10 

(in mso) gegeben. dre ***** Tt . 33 Lanlp e, 

, _ „.,+. piner uv-Lampe (365 nm, 
min lang mit einer u F±lter 4 ^ 

bestrahlt, wobei der Abstand der Pro 

Mach der Bestrahlung wurden die zwei r 
betrug. Nach der * Nic k-Saule, 
vereinigt und gel* * - % Glycerin ta roS 

Pharffl acia> Miguots von 75 pi 
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und zur Transfektion von HeLa- Zellen, wie oben 
beschrieben, verwendet. 

Mittels zytopatischera Endpunkt-Assay wurde 
festgestellt, daB der Virus titer durch die 
Inaktivierung um einen Faktor von mehr als 104 abnahm, 
wShrend die TransferkapazitSt bei hohen Konzentrationen 
um weniger als 50 % und bei niedrigen Konzentrationen 
um einen Faktor 5 abnahm. 

d) Transfektion von K562-Zellen 

K562-Zellen wurden in Suspension in RPMI 1640-Medium 
(Gibco BRL, plus 2 g Natriumbikarbonat pro Liter) + 10 
% FCS,. 100 Einheiten/ml Penicillin, 100 pg/ml 
Streptomycin und 2 mM Glutamin bis zu einer Zelldichte 
von 500.000 Zellen/ml geziichtet. 16 h vor der 
Transfektion wurden die Zellen in frisches Medium, 
enthaltend 50 Def errioxamin (Sigma) gegeben. Am 
Morgen nach der Transfektion wurden die Zellen zu 
250.000 Zellen/ml in frisches Medium, enthaltend 10 % 
FCS + 50 pM Def errioxamin, aufgenommen und 2 ml pro 
Vertiefung in eine Platte mit 24 Vertiefungen gegeben. 

Es wurden drei verschiedene Arten von DNA-Komplexen 
hergestellt: 

a) Eine Losung von 6 pg pCMVL-DNA in 160 ]il HBS (150 mM 
NaCl, 20 mM HEPES pH 7.3) wurde mit 12 ug des Konjugats 
TfpL190B in 160 ul HBS gemischt, nach 30 min wurden 20 
ul Adenovirus dl312-Praparation hinzugeftlgt und die 
Mischung den Zellen beigegeben. 

b) Eine Losung von 800 ng Spreptavidin-Polylysin in 160 
pi HBS wurde mit 20 pi biotinyliertem Adenovirus, 
hergestellt wie in a), gemischt, nach 30 min wurde eine 
Losung von 6 pg pCMVL-DNA in 160 pi HBS zugegeben und 
nach weiteren 30 min die Ldsung mit 10 pg des Konjugats 
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. oht Nac h 30 min wurde die 
Tf P Ll90B in 160 pi HBS gemxscht. Nach 

Mischung den Zellen bei 9 ege *^ . ellt wie in b). It 

O - <~r?Z%Z - flfoB eL von 3.5 

de m Unterschxed, daB statt P D±e Zelle n 

ug PolyCDlysin P (Lys 290 zugeg^ ^ ^ ^ ^ 
warden 24 h lang bei 37 C darge stellten 
Luciferaseassay geerntet. Dxe der 
Werte stellen die Gesamtlucxferaseaktxvx 

transfxzierten Zellen dar. 



Knochenmarkszellen 



Beispiel 20 

Gentransfer in primare 

a) isolierung von Knochenmarkszellen 

„ ,oi len wurden aus Mausen geerntet, 
Prxxnare Knochenmarkszellen ™* l0 % F CS, 5 x 10- 

ind em Kulturmedium C «. ^^^es Medium 
5 M B-Mercaptoethanol, * , niektionsna del (0.4 mm oder 
und Antibiotika) mit exner , ^ ^e, 

verbunden nat emei 
0.5 mm Durchmesser), ve Schi enbeinknochen 
durc h isolierte Oberschenkel- und Sch 
gespult wurde. Die Zellen wurden dann 
LlLmedium durch I* — 

Konzentratxon von iu ^ d±e 

nichthaftenden Zellen in 

Uberfunrt und Uber Nacht in Gegenwart 

Deferrioxamln gezuchtet. 

■ Transf errin-Polylysin/DNA- 
b) Bildung von Adenovxrus-Transterr 

Komplexen 

Aaenovirus mlt 400 ng streptavxam-od^z^ 
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Polylysin in 20 pi HBS 20 min lang inkubiert. Dann 
wurden 20 pi HBS, enthaltend 6 pg pCMVL beigegeben. 
Nach einer Inkubationszeit von 20 min wurden 7 pg 
Maustransferrin-Polylysin-Konjugat (mTfpL) in 160 pi 
HBS beigegeben und die ganze Mischung weitere 20 min 
inkubiert. 

» 

c) Transfektion 

FUr die Transfektion wurden die Knochenmarkszellen 
durch 8 mintttiges Zentrifugieren bei 100 x g aus dem 
Kulturmedium gewonnen. per Zellniederschlag wurde in 
3 ml Kulturmedium, enthaltend 2 % FCS und 250 ]il der 
Adenovirus-Transferrin-Polylysin/DNA-Komplexe, 
aufgenommen und in einer neuen T25-Flasche 3 h lang bei 
37 °C geztichtet. Dann wurden 3 ml und nach 2 h weitere 
6 ml Kulturmedium, enthaltend 10 % FCS beigegeben. 

d) Bestimmung der Luciferaseexpression 

48 h nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet 
und wie in den anderen Beispieleh auf 
Luciferaseexpression untersucht. Die Transfektion 
fuhrte zu einer Luciferaseaktivitat entsprechend 
310 x 103 Lichteinheiten/100 pg Gesamtzellprotein. 

Beispiel 21 

Transfektion von Neuroblastomzellen mit einem 48 kb 
Cosmid in Gegenwart von freiem Adenovirus und von 
Adenovirus-Polylysin-Kon j ugaten 

Zellen der Zellinie der Bezeichnung Gl-ME-N wurden, wie 
in Beispiel 16 beschrieben, mit dem 48 kb Cosmid mit 
den angegebenen Mengen von hTfpL, freiem Polylysin und 
DNA transfiziert. ZusStziich enthielten die 
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^« P rier 100 uM Chloroquin 
^icn-sch^™* 1 dl312 , 

<SPalte " I ^ 10" Tar^ P~ - «»— S una 6,. 

enthaltend 5 x J.u lt 7 und 8, 

Die le«*en beiden ^ < f ^ llert8> Menavirus 

aiSia (1 * ^ ^ befell* wie in 

S trep«vidin-F=lyly«n (0^8 P^ fi ^ DNA in 150 

Beispiel 19) in 150 Pi • ^ RalOTteBperB tur 

pl HBS aur Probe ^geben .ntb.l.end 6 pg 

stehengelassen, worauf J" Kach welteren 

30 min Inkubatton be! * 2 stanfligen 

aen Zellen ««^ J ^ J- « Scbele 4 -1 — « ♦ ' 
InltU bation bex 37 C wu dle 

flZZZZZ* lessen, 
r^se sine in 31 P-alg*. 



Beispiel 22 



« - —s-epithel-llen . 

„ i. Hinblidc auf eine genetiecbe Korrektur 
r~sa -tan gexeigb. daB 
-Uinian. abgeleibeb - 

«e»egsepitbel der ^ M6gli cbkei t 

^ansfa^atboda zugenguch ^ 

— SChUe6en ;^ s ^ufUhxen 1st. die dumb dia 
aes Atanmegsapithals versuche 

-* U -^ I ^ £~ aucb in ~ 
mit Transferrin-Poiyj-y s » J - .... . 

, -non fl e AE) durchgefuhrt. 
Atemwegsepithelzellen (1 Afij 

rHen wie von Yankaskas et el., 1987, 

beschrieben, aus Nasenpo yp Kochsalzl 6sung 
erhalten. Die Gewebe wurden in 
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gewaschen, dann in Joklik's Minimum Essential Medium 
(MEM) plus Antibiotika (Penicillin 50 E/ml, 
Streptomycin 50 pg/ml, Gentamicin 40 pg/ml) bei 4°C ins 
Labor transportiert . Knorpel- und Uberschttssiges 
submukases Gewebe wurden freigelegt und die 
epithelialen Schichten in ProteaselSsung (Sigma, Typ 
14, 0.1 mg/dl) in MEM bei 4°C 16 bis 48 h inkubiert. Es 
wurde 10 % FBS (f ©tales Rinderserum) zur 
Neutralisierung der Protease beigegeben und die Zellen 
durch leichtes Bewegen abgelost. Die erhaltene 
Suspension wurde durch ein 10 pm Nylongitter filtriert, 
um die Zelltrtimmer zu entfemen, zentrifugiert (150 x g 
5 min) und in F12 + 10 % FBS gewaschen. 

Die Zellen wurden daraufhin mit Transferrin-Polylsin- 
Konjugaten (hTfpL) und einem fur Lucif erase kodierenden 
Plasmid (pRSVL) als Reportergen behandelt. Bei dieser 
Untersuchung zeigten die prim&ren Zellen nicht die 
Empfanglichkeit fur diese Komplexe wie die 
entsprechenden immortalisierten Zellinien (Untergrund « 
429 Lichteinheiten; mit Zusatz von Konjugaten : 543 
Lichteinheiten)/ was darauf hinwies, daB die 1°AE- 
Zellen relativ arm an Trans f err in-Rezeptoren sind. 

Um einen alternativen Rezeptor auf den Zellen zu 
benutzen, wurden biotinylierte Adenoviren (vgl. 
Beispiel 19) verwendet. Die mit diesem Konjugat 
behandelten Zellen zeigten eine signifikant stSrkere 
Expression als Untergrundwerte (Zusatz von Konjugaten 
2585753 ± 453585 Lichteinheiten). AuBerdem erwiesen 
sich auch primare Atemwegsepithelzellen von anderen 
Spezies als dieser Methode des Gentransfers zugSnglich 
(Maus = 3230244 ± 343153; Affe = 53498880 ± 869481 
Lichteinheiten ) . 

Beispiel 23 
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in Heparan und in Biu^eUen 

„<, s es Beispiels Kurden folgende 
I„ den Experinenten dieses Be P 
Materialmen und Methoden verwendet. 

Tr ans £ e«ion von ^^ 1W ^\T^^ 6 
zellin ie «. — -;tp:»^en «~ in . - 

teechrieben. Trans£el£ t io n wurde bei 

petrischalen gezucKet. ^ sohale 

einer Zelldiohte von cm. 3 OM 

-.-^—h vnr der Trans feKrio" w « 5, 

durchgefuhrt. Vor a frisC hes Medium mit 2 % 

Standardkulturmedxum durch 

FCS erse*tz"t» 

v^olexe- Biotinylierte Adenoviren (ca. 
Bildung binarer Komplexe. ^ ^ ^ 

10 9 PFUs, s^^Z Pepsin in 50 ul HBS 
800 ng ^f^^ 30 min bei Raumtempera^ 
r eagieren 9 elaSS ^l 1?(J ^ HBS zugegeben, 30 min 

^den 6 ug ^ 3 00 in 200 ul HBS 

rubier, und ^ die ^sung « aie 

zugegeben und nach weir 

Tra nsf ektionsversuche verwen • ^ Adenoviren 

Bildung temarer Komple*e. strepta vidiniliertem 
C- 109 *™" reagi^gelassen. *acb 30 .in 

^""era^ ZZ . pCMVL-DNA in 170 ,1 HBS 
be i Raumtemperatur « dara ufhin 10 ug 

zug egeben, 3C > £ ^ ^ nach weite ren 30 

TfpL l90B in 200 ul HBS ™J ver wende t . 
min die LSsung fur die « 

«vtt rr 2-Zellen wurden auf 
B.OeXaKtosidase-Xs.ev. « ^ aeB 

■**« ""r^f it ,Li. und Chae. 1989) 
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Beportexpxes^d POW^ ^ ^ B . Galaktosid ese- 
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transiizie* Be i S oiel 15 angegeben. 

Test durchgef Ubxt wie xn Be^spx 
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a) Die Verbindung zwischen DNA-Kondensaten und 
* Adenovirus verstarkt die Luciferase-Reportergen- 

Expression in starkem AusmaB 

t - 

Das Ergebnis des Transfers von DNA in Hepatozyten 
mittels binSren und ternSren DNA-Komplexen ist in 
Fig. 32 dargestellt: Der Gentransferef f ekt wurde in 
Gegenwart von freiem Adenovirus verstSrkt. Die Spalten 
pLAdenoV/TfpL zeigen die Ergebnisse von Transfektionen 
mit Adenovirus, das mittels Transglutaminase mit 
Polylysin konjugiert worden und dann mit DNA reagieren 
gelassen wurde, die einen Teil der negativen Ladungen 
neutral is ierte. Spater wurde Transferrin- Polylysin 
beigegeben, das die restlichen negativen Ladungen 
neutralisierte. Auf diese Weise wurde ein ternarer 
Komplex Adenovirus-Polylysin/Transferrin-Polylysin/DNA 

gebildet. Wie aus der Fig. ersichtlich, wurde ein 
auBerordentlich hoher Wert von 1.5x109 Lichteinheiten 
erhalten ( entsprechend ca. 5000 Lichteinheiten pro 
Zelle). FUr den in Spalte Adenov+pL+TfpL dargestellten 
Versuch wurden Adenovirus und Polylysin gemischt wie 
fttr die Behandlung mit Transglutaminase. Urn die 
Spezifitat der durch Transglutaminase bewirkte Bindung 
von Polylysin an das Virus zu zeigen, wurde jedoch das 
Enzym weggelassen. Dann wurde die Viruspr&paration mit 
derselben Menge DNA und TfpL komplexiert wie in 
pLAdeno/TfpL. In diesem Fall war die Transfektion mSBig 
wie mit AdenoV+TfpL, weil in beiden Experimenten die 
gemeinsame Lokalisierung von Virus und DNA/Transf errin- 
Polylsin-Komplex ein stochastischer Vorgang war, im 
Gegensatz zu dem in Spalte pLAdenoV/Tf pL gezeigten 
Experiment, bei dem die gemeinsame Lokalisierung durch 
die Verbindung von Virus und DNA in dem ern&ren Komplex 
ein hohes MaB an Transferrinfektion (Transfektion mit 
Transferrin) lief em. 
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endosomolytischan Ergansohaftsn vo 

"T*?,» » ) m Gagsnwart von CMoroguin Konnsn 
11' Z^l aucn in Abwasanbait von Adenovirus in 
41688 ZSU „ ml , T£pL/ Reporter-DNA-Kon,ple*en 

« - (F ;j icht ; t ^ Di eselben 
in Abwesenhei* « "aTutiion weii 

S k~ " 19881 

K562 zellenjie ^ zahl Bn 
Horvath at al., Adenovirus 
Adenovirus—^ polylysln 

aer aina Brotxn/S ttep « auich zusatz von 
geb unden wird ^ uirt , . aan 

Z ^pta«iaran (pLAdanoV/pL, . 
bineren Komple* zu kompiat tttzte Tra nsfelrtion 

— - ^^iTw^r ieTenigen Adenovirus- 

Hert f ;^ Tant, wardan. «ann 3 edooh die 
Rezeptoren effizieive gen 

i~»a Polvlvsin komplexierte DNA zu* 
mit Adenovirus-Poiyxys Tw-ansferrin-Polylysin 

— • - rtS <P-danoV /I£ p„ 

" " ^ anHTe rabiraioben zeiXuiaren 

neutxairsrert wiro ^ die 

^nsferrinrezepro an ins sp, ^ 
W^sfektronseffiz-ns ^^Ivtiachan 
^errinbindung aXs aucb ^ ^ 

Eigenschatten des Virus 
GroBenordnungen gesteigert (Erg- 33). 

c) Temare DNA-KoepXere fOhran sur "P^ 0 "** 
C ) TernaiB l0Q % de r Hepatozyten 

Reportergens in beinahe 100 % aer V 



a* 
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Um die Ef fizienz des Transportsystems in 
Maushepatozyten BNL CL.2 zu testen, wurden die Zellen 
mit dem B-Galaktosidase-Reportergen transf iziert . Fig. 
34 zeigt den B-Galaktosidase-Assay nach a) 
Transf errinfektion in Gegenwart von Chloroguin, b) 
Transferrinfektion in Gegenwart von freiem Adenovirus 
dl312 und c) Trans fekt ion mit ternaren Adenovirus 
( dl312 ) - Polylysin- Transf errin-DNA-Komplexen . In 
Abwesenheit von Adenovirus exprimieren nach 
Standardtransf errinfektion nur wenige Zellen das 
Reportergen. Der Prozentsatz der Transf ektion betrSgt 
weniger als 0,1 %. Wenn Chloroguin mitverwendet wird, 
wird der Prozentsatz auf ca. 0.2 % gesteigert (Fig. 
34A). Wit freiem Adenovirus exprimieren ca. 5-10 % der 
Zellen das Reportergen (Fig. 34B), wShrend die ternSren 
Komplexe mit Transglutaminase-modif iziertem Virus zur 
Expression in den meisten, wenn nicht alien Zellen 
fiihren (Fig. 34C). Da die ternaren Komplexe bei hoher 
Verdunnung verwendet werden kfinnen, entsteht der bei 
hohen Dosen von freiem ( inaktiviertem) Adenovirus 
beobachtete toxische Effekt fur gewOhnlich nicht. Es 
ist jedoch zu beachten, daB bei Verwendung der ternSren 
Komplexe in hoher Konzentration, um 100 % der 
Gewebekulturzellen zu erreichen, ein Shnlicher 
toxischer Effekt bemerkbar wird. Die toxischen 
Wirkungen kSnnen ihre Ursache in restlicher viraler 
Genaktivitat oder in den endosomolytischen 
Eigenschaften des zugesetzten Virus haben f oder sie 
sind einfach eine Folge der sehr hohen Expression des 
transf izierten Gens. 

d) Die Expression eines transf izierten Reportergens 
ist transient, halt aber in nicht- teilenden 
Hepatozyten wochenlang an 
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(pLAdenoV/TfpI.) wurden mit 
Tarnara Tranaportkcplase (P adenovirus. 

aas „urch Reason mit Pso« konfluente 
„ orte n war, hergesteUt. Eine - / ^ 

Hepa^en-zeX^-J « ^ ferase . 
aargesteilren Esper^nt ^ ^ ^ 

Re po«ar g enplas^ PCMVL J aenen zeitpunkten 
^citeraseaR^vxtat « ^ „„ aie 

ge-esaan. Wis aus Fig. 35 ar 

^enseam^ .lIT^rd. una dia 2e U en 
HepatosytenseXXXuX^onf ^ ^ EJtpression 

^rfndrten. sicn ^ teilenden 

aes -^^^eine seXaKtion au £ die 

ErhaXtung das Gens ang ndere Mero 

rcindestens 6 wachen lang an, x ^ 
P SO raXen-ina*tivierres Adenovirus fur 
temaran KonpXere verwendet wurde. 

Beispiel 24 

das Huhner-Adenovirus CELO zur Verstarkung 
Verwendung des Hunner « 
deS DNA-Transports in humane Zellen 

, „urde das Huhner- Adenovirus CELO auf 

in diesem Bexspiel wurde a DNA _ Tran sf ers in 

- ,„t- verstarkung des on* 
seine Eignung zur Vers vorange gangenen 



seine Eignung zur ™— vorange gangenen 
humane HeLa-Zellen analog zu ve rwenden, 
Beispielen, die das humane Adenovirus TyP 



getestet. (stamm Phelps, 

= miHner- Adenovirus CEW lat* 

Es wurde das Huftner * e) verwendet. 

* TTAV-l 7 Htthneroierenzellpassage j 
Serotyp FAV-i, /, » Q 



Seroryp „ ^ ein . pd-10 

D as Vl rua 2 nl) «u ^ 20 ^ hepes pH 

^Utrationasaul^ egux 
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biotinylierte Virus wurde daraufhin gegen 3 x 300 ml 
HBS + 40 % Glyzerin bei 4°C dialysiert und in Aliquots 
bei -70 °C gelagert. 

* 

HeLa-Zellen (5 x 105 Zellen pro 6 cm Schale) wurden in 
2 ml DMEM + 2 % FCS mit 6 pg des Plasmids pCMVL, 
komplexiert mit Polylysin(pLys)- oder Trans f err in- 
Polylysin(TfpL)-Mischungen in 500 pi HBS inkubiert (die 
Komplexe wurden 30 min bei Raumtemperatur 
vorinkubiert ) . Die Proben wurden daraufhin in Gegenwart 
der in Fig. 36 angegebenen Virusmengen zu den Zellen 
gegeben. Bei den Proben, die biotinyliertes CELO- Virus 
enthielten, wurde die angegebene Menge an Virus mit der 
angegebenen Menge von Streptavidin-Polylysin (StrpL) in 
200 pi HBS 30 min lang bei Raumtemperatur vorinkubiert, 
bevor 6 pg des Plasmids pCMVL in 100 pi HBS beigegeben 
wurden. Nach einer 30 mintttigen Inkubation bei 
Raumtemperatur wurde die angegebene Menge an TfpL- 
Material bei 37 °C zu den Zellen gegeben. 2 h spater 
wurden 5 ml DMEM + 10 % FCS den Zellen beigegeben und 
24 h spater die Zellen geerntet und fur den 
Luciferaseassay vorbereitet. 

Wie sich aus Fig. 36 ergibt, verstarkte das CELO-Virus 
in freier Form den DNA-Transport in HeLa-Zellen 
(Spalten 1-6). Wenn jedoch das CELO-Virus mit Biotin 
modifiziert und in einem Komplex mit Streptavidin 
enthalten war, zeigte sich, daB das Virus sowohl mit 
als auch ohne zusatzliches Transferrin-Polylysin den 
DNA-Transfer in einem mit mittels humanem Adenovirus 
dl312 erreichtem vergleichbaren AusmaB verstSrkt wird. 
Die spezielle Linie von HeLa- Zellen zeigt eine hohe 
BindungskapazitSt fUr Polylysin/DNA-Komplexe in 
Abwesenheit von Transferrin (vgl. die 

Luciferaseaktivitat der Proben 1 und 4 in Fig. 36). Es 
ist daher der EinschluB des CELO-Virus in einem 
Polylysin-DNA-Komplex ausreichend, die Aufnahme des 
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Komplexes zu bewirken. 
Beispiel 25 

Transfektion von Myoblasten 



von Myoblasten und Myotuben mit 

B^tln/Streptavidin-gekoppelten Adenovxrus 

/ i at al 1985; ATCC Nr. : CRL 
C2C12 Myoblasten (Blau e fi) 1|urdKl in 

1772) und --Myoblasten C ^^^en 

r^entrr— en, « ca. 5 Zellen pro 5 - 

wurden bei sud tubenku lturen warden 

Scbale transfizxert Myot schalen 
h ergestellt, inde* ^ ^ pro Scha le) und 

ausplattiert wurden tea. pferdeserum 

ausgetauscht wurde, aA ggi } m Die 

_ i99i; Dhawan et ax., 

(Barr und Leiden, 19*^ spater 

aurohgefUhrt. Dae «*° s „ beschrle ben. wobei die 
hergestellt, wie in sexsp biotinvlle rtes 
angegebenen Mengen an TfpL, y ^ M 

Adenovirus 61312 verwendet wurden. BU* 
h nacn der Transfektion geemt. : und d 

luc i £ ereseaktivit S t ^ gesamte 

Luciferaseaktivitat beri^t slch^^ ^ 

Zellprobe. Es zexgte Effizie ns transfiziert 

each »^^ U "rrr £ l—ng zu Myotuben rial 
werden konnten. Nach Drffere ab 
aie Transfektionseffi^ienr wemgar als I B 
od er zeigte keine signifikante O^el^ 
Bil dung von Myotuben ereignete szch be, der ^ 
bei einer geringeren Frsquenz. was zum 
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Fehlen einer nachweisbaren Abnahme der 
Leistungsfahigkeit in der dif ferenzierten Kultur 
verantwortlich sein k6nnte. Die Rolle der 
Wechselwirkung zwischen Transferrin und dem 
Trans f err inrezeptor ira DNA-Transport in diesen Zelltyp 
war nicht wesentlich. In alien vier Zellpr&parationen 
fand nur schwacher DNA-Transport unter Verwendung von 
Tf pL/DNA- Komplexen in Gegenwart von freiem Adenovirus 
dl312 statt (Spalten 1, 4, 7, 10). Bei Verwendung des 
gekoppelten Virus wurde die Leistungsfahigkeit der 
Transfektion verstarkt (Spalten 2, 3, 5, 6, 8, 9, 11, 
12). Beim Vergleich des mit Kombinations -Komplexen, 
enthaltend nur Virus und Polylysin/StrpL, erreichten 
Gentransfers mit den Ergebnissen, die mit Komplexen 
erhalten wurden, die Transferrin- Poly ly sin 
miteinschlieBen, ergab sich eine Zunahme der 
Leistungsfahigkeit urn weniger als 1 log (vgl. z.B. Spur 
2, kein Transferrin, mit Spur 3 r Transferrin). Die 
geringe Transfektion mit freiem Virus und die starke 
Transfektion mit gekoppelten Viruskomplexen sowohl in 
Gegenwart als auch in Abwesenheit von Transferrin- 
Polylysin lassen vermuten, daB das Adenovirus bei 
diesen Zellen als Ligand dient und daB ohne Kopplung 
das freie Virus in die Zellen zwar eindringen mag, 
jedoch der TfpL/DNA-Komplex nicht in produktivem AusmaB 
eintritt (die in diesem Beispiel verwendete pCMVL-DNA 
ist in der Figur mit pCLuc bezeichnet). 

b) Histochemische Analyse der 

TransfektionshSufigkeit in Myotuben 

C2C12 Myotubenkulturen (wie die Myoblasten in 6 cm 
Schalen ausgesat, 5 x 105 Zellen, dif ferenziert in 
Myotuben) wurden hergestellt, wie in a) beschrieben. 
Bei den Proben mit freiem Virus wurde pCMVB-gal DNA (6 
yg) mit 8 pg TfpL in Gegenwart von 500 pi HBS 
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— „ „,,-+. nCMVLacz DNA ( 6 ug), Konif x 

Virus wurden mxt pCMVLa bio tinyliertem 
7 ug TfpL und 800 ng StrpL + 18 ul 6 Y 

fi x 103- 2 Viren pro ml) in suu ji 
Adenovxrus d!312 ( 1 % FCS 

hergestellt ^ ^^Z^on von 24 h wurden die 
beig egeben. Kac, - - ^^^ _ Bestimnung 

Zellen, wxe in Bexspxex 

der B-Galaktosidaseaktivitat gefarbt. 

Di e B-Oala^osidase^uster. 

v, v= 0 n der Transfektionen, bex denen 

Genexpression erhalten, wenn ein 

... Verbindung von Vxrus unu. 

wurde, wahrend dxe vern * V orhandensein 

hoh es cene^ressionsnive^e^ den 
von blaugefarbten vxelkernxgen Tub 
erfolgreichen Transfer eines Gens xn diese 
ert 9 _ 7ollen in cegenwart von frexem 
differenzierten Zellen xn 

Adenovirus an. 

c) ^ansfe, von DNA in priuSre Maus-Myoblasten- una 
Maus-Myotubenkulturen 

Die groBen Skele^skeJ L~ >~ «~ £^ 
einer 4 Wochen alten ^* 



einer 4 — g „„„ stQcke 

™-n in PBS isoliert und xn ca. a 

~t L^ Des Gewebe wurde in 20 ml PBS suspendxert, 
zerklexnert. Das °«» ifcerstand 
ca . 2 min absetzen gelassen un wiederholt . Da s 

_ nleses waschen wurde 3 max ««u 
abgesaugt. Dxeses w x 0 . 5 

^.v- wurde daraufhxn mxt 3.S mx r D , 
Gewebe wurae /vol.) Kollagenase, Typ 2 

Trypsin/EDTA, 0.5 ml 1 % (Gew./vox.; 

BSA (Frakrion V in 4 mM CaC12) 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 PCT/EP92/02234 

143 

vorsichtigen RUhren inkubieren gelassen. Am Ende der 30 
miruitigen Inkubation wurde das restliche Gewebe 
absetzen gelassen, der Oberstand entfernt und mit 5 ml 
DMEM + 20 % FCS gemischt. Die Inkubation rait Protease 
wurde 3-4 mal wiederholt, bis das Gewebe vollstandig 
dispergiert war. Die Zelisuspension wurde daraufhin 
durch ein Zellsieb (Falcon) geschickt, urn Aggregate und 
Gewebsfragmente zu entfernen, und bei 500 x g 15 min 
lang zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml DMEM 
+ 20 % FCS resuspendiert und die Fibroblasten entfernt, 
indem die Zellen 60 min lang auf einer unbedeckten 
Gewebekulturschale mit 15 cm Durchmesser plattiert 
wurden. Die nicht haftenden Zellen. wurden dann 
vorsichtig entfernt und auf fiinf Laminin-beschichtete 
10 cm Gewebekulturschalen mit 15 ml DMEM + 20 % FCS pro 

* 

Schale plattiert. Nach Erreichen der Konfluenz (ca. 1 
• Woche spSter) wurden die Zellen trypsiniert und zu ca. 
1 x 106 Zellen pro Schale auf Laininin-beschichtiete 6 cm 
Schalen replattiert. Um Myotubenkulturen zu bilden, 
wurde ca. 5 Tage spSter (als die Zellen Konfluenz 
erreicht hatten) das Medium gegen DMEM + 2 % 
Pferdeserum gewechselt, und eine Woche spSter wurden 
Transfektionen durchgef tthrt . Die Transfektion der 
Myoblastenkulturen wurde in 6 cm Schalen bei ca. 80 % 
Konfluenz vorgenommen. Die Laminin-beschichteten 
Zellkulturplatten wurden wie folgt hergestellt: 
Zellkulturschalen wurden mit 0.025 mg/ml Polylysin (MG 
30.000 - 70.000, Sigma) in sterilem Wasser 30 min lang 
bei Raumtemperatur beschichtet. Die Platten wurden 3 x 
mit sterilem Wasser gespiilt und luftgetrocknet. Dann 
wurden die Platten mit 8 pg/ml Laminin ( EHS, Sigma) in 
Wasser Ober Nacht bei Raumtemperatur beschichtet. Die 
Platten wurden dann 3 x vor dem AussSen der Zellen 
gewaschen. 

Die fur die Transfektion verwendeten DNA-Komplexe 
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etpUt mdeni die angegebene Menge 
vmrden hergestellt, xnn _ - lertes Adenovirus 

— — "^Mn !*> pi HBS 
dl312 "^^"^50 pi BBS zugegeben und 
verdfinnt, 1 W «*P>- » ^J^^r inkubien: ward.. 

— «— 3 ° "^roTe ffi S (100 pi,, enthal^end 6 
paranfhin wurde oeder beigegeben und 

rr— 0 d« r — - 

sugegeben. «f «~ f M % FCS fasten) bzw. 
Meaium durch 5 ml DMEM * * und aie 

T L h soater far die Luciferaseanalyse geemtet. 
Zellen 48 h spater fur ten Ze ilprobe ist in 

Die Luciferaseaktxvitat der gesam 

Fig. 38 dargesteirt. 



Beispiel 26 



, s Trans£ ers mittels CELO-Virus in 
verbesserung des Transfer Lectin -Liganden 
Myoblasten unter Verwendung ernes Lectin 

^ *r,*lvse von Adenovirus dl312 und 
a) vergleicbende Analyse vo c2ci2 _ Myoblasten 

CELO-Virus in HeLa-zexien 

u r= rpilen Oder C2C12-Myoblasten 

^s™," M «pf Pl us 5 pi blotlnyliartes Adenomas 

pg StrpL/7 pg Tip 10l 2 PartikeX pro mX), 

.X13X2 (siebe BeispxeX 19. * * 8 ^ plrt 
oae r 18 pi biotinyliertes CELO Vxru, ( ^ 
24 , 0 .3 , X013 Partial pro ml) transfer ^ ^ 

stager xnKubation warden dis 3 , 
die Lnoiferaseaktivitarsmessung vorbarer 
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zeigt die erhaltene Lucifer aseaktivitat von jeder 
gesamten Zellprobe. 

Die Transfektion in HeLa-Zellen wurde unter Verwendung 
von human-Adenovirus dl312/StrpL/TfpL/DNA-Komplexen, 

* 

die in die Zellen entweder iiber den Adenovirus-Rezeptor 
Oder den Transf errin-Rezeptor eintreten kSnnen, Oder 
von CELO-Virus/StrpL/TfpL/DNA-Komplexen, die tiber den 
Transf errin-Rezeptor eintreten kbnnen, mit 
vergleichbarer Effizienz durchgefiihrt. Wahrend jedoch 
der Transfer von DNA in C2C12-Myoblasten mit Adenovirus 
dl312-Komplexen effizient durchgeftthrt werden konnte, 
funktionierten Komplexe mit CELO-Viren in diesen Zellen 
schlecht. FrUhere Beispiele haben gezeigt, dafl der 
Transferrin-Rezeptor beim Transport von Kombinations- 
Komplexen in diese Zellen nur eine geringe Rolle 
spiel t; vermutlich ist der Adenovirus -Rezeptor die 
Haupteintrittsstelle. Die schwache Aktivitat des CELO- 
Virus in Myoblasten dtirfte also auf eine schwache 
Bindung sowohl des CELO-Virus als auch von Transferrin 
an die C2C12-Myoblasten zuruckzufiihren sein. 

* 

b) Verbesserung der Transfektion von C2Cl2-Myoblasten 
mit CELO-Virus unter Verwendung von 
Weizenkeimagglutinin als Ligand 

Aufgrund des schwachen Transports, der in a) erhalten 
wurde, wurde ein neuer Ligand als Ersatz fiir 
Transferrin ausgew&hlt, nSmlich biotinyliertes 
Weizenkeimagglutinin (2 - 4 Mol Biotin pro Mol Protein; 
Boehringer Mannheim). Biotinyliertes CELO-Virus wurde 
hergestellt, wie bereits beschrieben. Komplexe, 
enthaltend 6 yg pCMVL plus die angegebenen Mengen 
StrpL, TfpL, biotinyliertes Weizenkeinagglutinin ( WGA- 
B) und CELO-Virus wurden wie folgt hergestellt: Virus 
und WGA wurden zusammen in 150 \xl HBS verdiinnt. StrpL 
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tn ISO nl HBS verdiinnt, die beiden 
^de ebenso m 150 P ^ ^ Raumtemper atur 

^sungen in 100 ,1 HBS, wurde der 

inkubiert. Die DNA, ver aefo lgt von einer 

S^VVirua/WSA. = - J^f. 

" eitere0 R a^e «pL in 100 VI BBS aer Misehung 
ftbschliefiend wurde TIP _ ^ ^ ^ 

hinrugefugr und are Pro ^ aen 

c2 C12-«yoblasten (5 Einc stunae sparer .mraen 

ml DMEM + 2 2elle „ ^efagt una 20 h 

5 „a DMEM ♦ ■ aie lu ^ £e rasea*rivitsra»,essung 

sp «er are * (tioht einneiten, in Jeaer 

praparrerr. Dre A* ^ aargestellt (a ie m 

Gesaartrellprobe rer m 9 ^ ^ Fig _ 

oiesem Beispiel verwenOete DNA »ar p 
pCLuc bezeichnet). 

. utrua wurae sehr schwacher DNA- 
In Abwese, ^" ™ aoch ohne WGA erhalten (Spalten 

Transfer sowohl no* ale gekoppelt e». CE«>- 

X. 6). Merger Transrer « ^ i6faohe 

virus in Kompler enrnalren war. 

zunahme erhalren. «enn ^ (wo , pg auf 5 

Di e ErhOhung aer WGA Transfer (vgl . 

w) erge* eine ^ OenaXte, an 

spalten 3 una 4), dan Transfer 

S«PL i. ^Pler (~1 » ^'reigen « 

leieht steigerre. ™> S *^ „ DNA in C2C12-Zellen 

WGA-B ais Ligana aen Transpo 

mlttels CELO-Viren verstarkt. 

*„wor VIII in c2C12-Myoblasten- 
fl ) Expression von Fakror vrir 
una Myotubenkulturen 

hergestellt, wie od piasmids, 
^rden unter Verwendung von 6 pg exnes 
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enthaltend eine full length Faktor VIII cDNA (Wood et 
al., 1984; Eaton et al., 1986) und komplexiert gemaB 
der Qblichen Komplexbildungsvorschrift roit 5 oder 15 ul 
biotinyliertem Adenovirus (wie angegeben) plus 0.5 oder 
1 ug StrpL und 7 oder 6 ug TfpL, durchgef Uhrt . 

Die DNA/Viruskomplexe wurden auf die Zellen in 2 % 
FCS/DMEM aufgebracht. Nach einer 4 stundigen Inkubation 
bei 37 °C wurden 3 ml frisches DMEM + 10 % FCS jeder 
Schale beigegeben. 18 h spater wurde das Medium 
geerntet und unter Verwendung eines COATEST (KABI, 
Pharmacia ) Testsystems mit einem internationalen 
Standard als Referenz auf das Vorhandensein von Faktor 
VIII untersucht. Die Faktor VIII Mengen wurden als 
mUnits, gebildet in 24 h pro 1 x 106 zellen, 
aufgetragen (Fig. 41). 

Beispiel 27 

Verwendung von Adenovirus-Protein fur den DNA-Transport 

Adenovirus (Wildtyp 300) wurde in HeLa-Zellen 
gezuchtet, gereinigt und, wie fur Adenovirus dl312 
beschrieben, biotinyliert. 1.2 ml des Virus wurde gegen 
3 x 300 ml 5 mM MES (2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure), 
1 mM EDTA pH 6.25, 4°C, 18 h lang dialysiert. Das 
Material wurde daraufhin 30 min lang bei 27 K in einem 
SW60-Rotor zentrifugiert. Der Oberstand wurde 
vorsichtig entfernt, das Pellet in HBS/40 % Glyzerin 
resuspendiert. HEPES, pH 7.4 und NaCl wurden dem 
Oberstand zu 20 mM und 150 mM zugegeben und sowohl die 
Pellet- (enthaltend die viralen Core-Proteine und die 
Hauptmenge des Hexonkapsids; in Fig. 42 "core") als 
auch die Oberstandfraktionen (enthaltend die Vertices; 
in Fig. 42 "vertices") auf ihre DNA-Transportaktivitat 
in Movl3 Mausfibroblasten (Strauss und Jaenisch, 1992) 
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Oder HeLa-Zellen untersucht. 

nwA vairde wie folg^ 
Die Komplexbildung nat DNA ^ Frak tion, 

^. dle angegebenen Mengen jeae* 
aurchgefuhrl:. * zentrifugieren oder 

aufgebrochenes Vxrus vor d ^ ^ ^ 

intaktes r,: in 300 ^ hbs , 

einem Bradford-Assay oe is^lnM pi HBS) 

30 ni n« ig ar 

inkubation bex Raunrtemp verdi innt und 

BBS baigasraben g« clQt» ^ ^ hergestellt 

X^ion » ^ " 7; n 1?0 hBS «.* 6 « PCMV, 
wurden, wurden. 8 ug «P ^ omr , era tur gemischt. Die 

„ 330 pi HBS 30 aln bal 300 pi HSS 

^anen «an g en g ageban. 
verdonnt una aann . den TfpV ^ 5 % ^ 

Mia Proban -«*J-^- * 2 1 DMEM/10 % 

FC S (antwaaar ^j^ 1 es Medium , enthaltana 

^ ""rrl aie Sellan 20 h spater xur ale 
10 % FCS, zugegeban una a» . rhalt « M 

sovrahl far HeLa-zallen (Tatei I 
Mbroblastan (Tafal B) dargestalll:. 

e,r,a aina aoslsabhSngiga zunaime 
Bal beiden Zellrypen fana eine no 

. „=*ia)ctivitat in Varbinaung Bit aer 
aer DNA-Transfaraktiv^r 

vertaxrraKtlon (Proben 4-6 In be vlrusprotein in 

Mem aieaalba Manga »b =-nvl ysin 

^-Transport naba 
enthalten war, wurde exn beobachtet. 
Untergrundwerten (Probe 3 auf 3 eder Tafel) 
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Beispiel 28 

Verstarkter Gentransfer bei Verwendung ternarer DNA- 
Komplexe, enthaltend ein Galaktose-Ligendenkonjugat 

a) Ternare Komplexe, enthaltend ein Inf luenzapeptid- 
Konjugat 

Die Beispiele 13 und 14 haben gezeigt, daB Polylysin- 
konjugierte Peptide, die Sequenzen, abgeleitet vom N- 
Terminus der Inf luenzavirus-HSmagglutinin HA-2- 
Untereinheit, enthalten, in DNA/Transferrin-Polylysin- 
Komplexen den Gentransfer mittels Transferrin-Polylysin 
wesentlich steigem. 

Es wurden Shnliche DNA-Kombinations-Komplexe, 
enthaltend das tetra-antennare Galaktose-Ligand- 
Poiylysin-Konjugat und das Polylysin-modifizierte 
Influenzapeptid (hergestellt wie in Beispiel 6 bzw. 
13), hergestellt, indem das Liganden-Polylysin-Konjugat 
zur Plasmid-DNA pCMVL gegeben wurde, urn die HSlfte der 
DNA-Ladung zu neutralisieren, und der Rest der Ladung 
verwendet wurde, um die Komplexe mit Inf luenzapeptid- 
Polylysin-Konjugat zu beladen. Der Transport dieser 
DNA-Komplexe, die den synthetischen Liganden (gal)4 
enthielten, zu BNL CL.2 Hepatozyten (die Trans fektionen 
wurden durchgefiihrt, wie in Beispiel 6g) beschrieben) 
ergab eine Luciferasegenexpression (Fig. 43), die 
signifikant hoher war als die mit Transferrin als 
Ligand erhaltene Expression. Die Expression war mehr 
als 500 mal hoher als die Expression, die in 
Kontrollexperimenten mit DNA-Komplexen ohne 
Influenzapeptide, aber mit derselben Menge an Poly ly sin 
(Fig. 43) erhalten wurde. Die mit den DNA-Kombinations- 
Komplexen erhaltene Aktivitat war auch ca. 30 mal hGher 
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• t DNA /( g al)4pL-Ko mP le X en, *it denen die Zellen in 
als nat DNA/(gai;*P Vubiert vmrden. 

Gegenwan: von Chloroquxn inkubxert 



Temare Komplexe, enthaltena 

u <fl folot hergestellt: 
Die Komplexe »urden «« £°«* (herg estellt wie in 
piottoyliertes Adenovirus 41312 ( ^ 

seispiei u, a ux^e ua ^ strept ; vidin . polylysi „ ««o 

„1) to 50 ul BBS wura geni scht. Naoh 

ng , 160 n, o*. : « -no, » 1 JJ_ ^ ^ _ , „ 

einer tokubatron von 30 30 e ine 

pC H» to 200 pi ^ „to to Betoptol 

tB sung von 8.8 ug D±e DKA- 

6) Oder 7 ug TfpL to 1" ^ (ATCC 

Komplesldsungen wurden ^ ^ gez0chtet 

IIB73 . ATCC TIB74 EMEM » + 2 % FCS. 

!„ 6 em sohalen to high g £ahrenssch ritte und 

gegeben. Pie ^^^turchgefBhrt. wto to den 
4i e .uciferasees^e -r^ es wurden *ie 

vorangegengenen Be^toXen^ onswerte ^ ^ „, 

in Fig. 44 gezexgten Genexpx 
erhalt:©* 1 . 

Beispiel 29 

Gentransfer to B-l^toatoide B-2ellen 

r end anti-huean-Ig-Folylysto-KonJugate vmrden 
Human-Ig- und antr ^ amlog 

wie folgt hergestellt, woo Eln£a hrung von 

Uter.ter.e.anntenMe^en J^. 

Disulfiunruoken nach Mod^ftorerung 
Pvriayldithio-propionat (SPDP. 3ung et al.. 

durchgefiihrt wurde: 

a) Herstellung von antx num 
Konjugaten 
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Eine Losung von 2 mg Ziegen-anti-human-Ig (Southern 
Biotechnology Associates, Inc., Birmingham, AL, USA) in 
HBS (150 M NaCl, 20 mM HEPES , pH 7.8) wurde mit 14 pi 
5 mM ethanolischer LGsung von SPDP (Pharmacia) 
versetzt. Nach 10 h bei Raumtemperatur wurde uber eine 
GelsSule Sephadex G 25 filtiert (Eluens 100 mM HEPES- 
Puffer pH 7.3), wobei 1.3 mg anti-human-Ig, modifiziert 
mit 30 nMol Pyridyidithiopropionatresten, erhalten 
wurden. Poly(L)lysin 300 ( durchschnittlicher 
Polymerisationsgrad von 300 Lysinresten (Sigma)), wurde 
analog mit SPDP modifiziert und durch Behandlung mit 
Dithiothreitol und nachfolgender Gelfiltration in die 
mit freien Mercaptogruppen modifizierte Form gebracht. 
Eine Ldsung von 12 nMol Polylysin 300, modifiziert mit 
29 nMol Mercaptogruppen, in 0.3 ml HBS wurde unter 
Sauerstof fausschluB mit oben angefuhrtem modifiziertem 
anti-human-Ig gemischt und liber Nacht bei 
Raumtemperatur stehen gelassen. Das Reaktionsgemisch 
wurde durch Zugabe von 5 M NaCl auf einen Gehalt von 
0.6 M NaCl gebracht. Die Isolierung der Konjugate 
erfolgte durch Ionenaustauschchromatographie 
(Pharmacia, Mono S HR 5/5); nach Dialyse gegen 25 mM 
HEPES pH 7.3 wurden entsprechende Konjugate, bestehend 
aus 0.33 mg anti-human-Ig, modifiziert mit 4 nMol 
Polylysin 300 erhalten (molares VerhSltnis 1:2)* 

b) Herstellung von human- IgG-Polylysin 300-Konjugaten 

Eine LOsung von 19.5 mg (122 nMol) AntikOrper (Sigma I - 
4506) in 2 ml HBS wurde mit 39 ]il 10 mM ethanolischer 
Losung von Succinimidyl-Pyridyldithio-propionat (SPDP, 
Pharmacia) versetzt. Nach 2.5 h bei Raumtemperatur 
wurde iiber eine GelsSule Sephadex G 25 f iltriert 
(Eluens 100 mM HEPES-Puffer pH 7.9), wobei 19 mg (119 
nMol) human-IgG, modifiziert mit 252 nMol 
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P^dyldithiopropionatrestan. arhaltan waxdan. 

PolyCUysin 300 '^^ C nresten, Signa, warde 
Polv»erisation Sg rad vcn 30^ ^ Behandlung i« 

^ * S-aer GaUiltxation in dia 

Dithiothreitol and nachfoig ge bracht. 

- ~ T^Ho: 300, 1* 

Eine LOsung von 119 nM in x ^ HBS wurae unter 

282 nMol Mercaptogruppen, m raodif iziertem 

huM n-IgG gamsch* anddb^ ^ ^ duich 

stahan galasaan. Baa Raaktto g ^ ^ 

. .ugabe von 5 M Nad auf ^nan^^ aurch 

gebracht. Dia Isolierang dar Xonjaga ia , 50 „„ 

XonenaustauschCu-caatograpnxa ,H« * ^ ) > ^ 

Dialyse gegen HBS pH nMol) Antikbrper, 

VerhSltnis 1:1.6). 

=, Komplaabildang and TransfaWion 

Die Ko m ple,a warden ^J^^^ Pax t i*al 
T rr^T^* U^din-Polyiysin 

HBS baigegaben. Nach waia u 
von 5.1 pg Polylysin £ « ^.^.^ 

^-Xgc-Po^ya-^ ^^Ln. Bia «*- 
PolyXyain-Konougat xn 150 u iden zellen 

gegaban (d,a Zallan « lmmort alisieran Bit 

-onuKlaa^ Blutaallan d ^ ^ 

Epstein Barr Virus, wie 
b Leb*ieba»,.arhaltan and in Plattan ait 
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* 

Vertiefungen in 1 ml RPMI 1640 + 2 % FCS gezuchtet). - 
Der weitere Vorgang der Zellkultur und die 
Luciferaseassays wurden durchgefilhrt wie fur die 
vorangegangenen Beispiele beschrieben. Die erhaltenen 
Genexpressionswerte (Luciferaseaktivitat in 
Lichteinheiten) ist in Fig. 45 dargestellt. 

Beispiel 30 

DNA- Transport mit Transf errin-Polylysin in Gegenwart 
von freiem und konjugiertem Rhinovirus 

a) Rhinovirus HRV-2 PrSparationen 

Rhinovirus HRV-2 wurde hergestellt und gereinigt, wie 
von Skem et ah, 1984, beschrieben. 

Eine 400 pi Lfisung von Rhinovirus (ca. 30 pg) in HBS 
(150 mM NaCl/5 mM HEPES pH 7.9)/10 % Glyzerin wurde mit 
10 nMol NHS-LC-Biotin (Pierce 21335) behandelt. Nach 3 
stiindiger Inkubation bei Raximtemperatur .wurde das Virus 
durch ausgedehnte Dialyse gegen HBS/40 % Glyzerin bei 
4°C von nicht eingebautem Biotin getrennt. 

Lichtempfindliches Rhinovirus, hergestellt durch 
ZOchtung des Virus in Gegenwart von Acridinorange, 
wurde, wie von Madshus et al., 1984, beschrieben, 
inaktiviert . 

b) Herstellung von DNA-Komplexen und Trans fektionen 
i) Transferrin-Polylysin/DNA-Komplexe wurden 
hergestellt, indem eine Lbsung von 6 lag Plasmid-DNA 

. pCMVL in 330 pi HBS (150 mM NaCl, 20 mM HEPES pH 7.3) 
mit einer L5sung von 8 pg TfpL290 in 170 pi HBS 
gemischt wurde. Die DNA-Komplexe wurden mit 1.5 ml 
Medium (DMEM + 2 % FCS) und mit 0.14 pg bis 3.5 pg 
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inaktiviertem HRV-2) gemischt. 
Hfcinovirus HKV-2 (Oder aufgebracht 

Die Mischung wurde. auf m 4 fc sp&ter ^de das 

(300.000 Zellen pro 6 on, Medium (DM EM ♦ 

Tra-fettions^i^urch^ ^ ^ h geerntet 

10 % FCS) erset Zt . Die ^1 „ ie friiher 

und auf Luciferaseaktxvxtat un 

beschrieban (Fig- 46A >* ent haltend Transferrin- 

DNA-Korcbinatxons ™ 

Po i y i y sxn- und ^^ y 00 y ul von 
wie folgt hergestellt. ex 

1* 1 pg S«SL « 1°° » entspre(ih enden antailen 

on mnn bed Raumtemperatur inKUDie 
weitere 30 nan dbx ^ a DNA- 

K^piese ^J" 1 ^-***** < 300- 000 zellen pro 
gemischt und den NIH 3T3 Beha ndlun g der 

Kulturen und der wcik 

„ie in i) beschxieben (Fig. 46B). 



31 



„ . 9 Ze iien mit Kombinations- 

k-i*™, A)* Die DNA-Kcmplese »uraen hergestellt, 

« , - taW ™L*ii Lnovirus dX312 <ca. 10' W») -* 
inaem zuers* 30 pi *den Kettenlange 

1 « "^r^. g e»isch* und daraufhin nach 
450 Monomere) xn 17U u dCMV L-DNA in 170 ul 

30 nin >ei — ^ von „ei,eren 

„BS verse«t -t , pg Tf P L190 in 

30 Bi n Dauer warden aer KO „ pleM , ls =nun fl 

170 ul HBS gemxscht. Exn Axxqu 
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(10 % - 50 pi Losung, 600 ng DNA; Oder 1 % ■ 5 pi 
LSsung, 60 ng DNA) wurde in 1.5 ml DMEM + 2 % FCS 
verdUnnt und 300.000 HeLa-Zellen beigegeben. Nach 4 h 
wurden 2 ml DMEM .+ 20 % FCS beigegeben. Zellernte nach 
24 h und Luciferaseassay wurden wie tiblich 
durchgef uhrt . Die LuciferaseaktivitSt entsprechend dem 
Gesamtextrakt betrug 29,115.000 Lichteinheiten (im Fall 
von 600 ng DNA) und 1,090.000 Lichteinheiten (im Fall 
von 60 ng DNA). 

Komplexbildung B) ( Kontrollexperiment ) : Die DNA- 
Komplexe wurden hergestellt, indem zuerst 6 pg pCMVL- 
DNA in 170 pi HBS mit 1 pg Polylysin pLys450 in 170 pi 
HBS und f nach 30 min bei Raumtemper atur , anschlieBend 
mit 9 pg TfpL190 in 170 pi HBS gemischt wurde. Nach 
einer Inkubation fiir weitere 30 min Dauer wurden die 
Komplexe mit 30 pi Adenovirus dl312 (ca. 109 PFUs) 
versetzt. Ein Aliquot der Komplexmischung (10 % - 50 pi 
L6sung, 600 ng DNA; oder 1 % = 5 pi Ldsung, 60 ng DNA) 
wurde in 1.5 ml DMEM + 2 % FCS verdiinnt und 300.000 
HeLa-Zellen beigegeben. Nach 4 h wurden 2 ml DMEM + 
20 % FCS beigegeben. Zellernte nach 24 h und 
Luciferaseassay wurden wie ublich durchgef Uhrt . Die 
Luciferaseaktivitat entsprechend dem Gesamtextrakt 
betrug 405.000 Lichteinheiten (im Fall von 600 ng DNA) 
und 200 Lichteinheiten (im Fall von 60 ng DNA). 

Beispiel 32 

Lokale Verabreichung von DNA/Adenovirus/Transferrin- 
Polylysin-Komplexen in die Leber von Ratten 

aX Direkte Injektion 

Die DNA-Komplexe wurden hergestellt, wie in Beispiel 19 
beschrieben. Sie enthielten 200 pi Adenovirus dl312, 
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* -rfin-Polylysin, 48 pg PCMVL und 48 pg 
6.4 pg Strepatvxdxn-PolyiY , ^ E±ne 

TfpL29 0 in eine* -—en .on 2 ^ g> 

.annliche Sprague-Dawley^atte ^ ^ ^ 

«urde -it Avertin ^ eS ^ Injelrtion de r Korcplexe 

r/oir - 5 - - - 

^de 48 h nach Luci feraseexpression in 

X^eranasthesie gem essen. Es zeigte sich 

verschiedenen Proben der Lebe g en/mg 
eine Luciferaseaktivi^ von 5 615 ^ 

-eingebal-es £ ~ betrug 3,0,00 

Inj elctionsstelle ; dxe G Injekti onsstelle 

Lichteinheiten. In keine 

entfemten Leberanten-len lieB 

Luciferaseaktivitat messen. 

b) verabreichung der Komplexe flber das 
Gallengangsystem indie Leber 

Die -den wie jf £ pi 

^°^^ n ^^^*^ ^g e ^^g^^gptavidin-roodifizi e ^ em 
HBS, wurden^ 6 . PS ^ ^ ^ Raumteffipe ra,ur 

Polylysxn xn 400 pi 8Q0 ^ 

inkUbiert ' TTTo 1 I^ion wurden 48 pg TxpL in 
b eigegeben. Nach 3 ^endung der Kcplexe 

900 pi HBS zugegeben. Fur ax 

Kerpergswicht) »t Aver^ ans ^ 
« eine» "-^-^f ££t~ eine 27 G 

die mi* erne* Schlauch mjektion der 
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einem Fibrinkleber (Immuno) versiegelt. Die Bauchwunde 
wurde mit NShten und Metallklammern verschlossen. Nach 
30 h wurde die Ratte getdtet und Proben von 
verschiedenen Leberlappen auf Luciferaseexpression 
untersucht. Der Spitzenwert der Luciferaseaktivitat 
betrug 19.000 Lichteinheiten pro mg Protein; die 
berechnete Gesamtexpression in der ganzen Leber lag im 
Bereich von 2.7 x 10 6 Lichteinheiten. 

Beispiel 33 

Verabreichung von DNA/Adenovirus/TfpL-Komplexen in die 
gestaute Schwanzvene von MSusen 

Die Komplexe wurden gebildet, wie in Beispiel 19 
beschrieben. Sie bestanden aus 45 pi Adenovirus dl312, 
0.8 yg Streptavidin-Polylysin, 6 pg pCMVL und 24 ]ig 
mTfpL290 in einem Gesamtvolumen von 150 ]xl HBS. Die 
Komplexe wurden in die Schwanzvene einer mannlichen 
C3H/He Maus (Alter: 2 Monate) unter AnSsthesie mit 
Avertin injiziert. Unmittelbar am Ende der Injektion 
wurde die Schwanzvene am proximalen und distalen 
Schwanzende komprimiert, so daB die KomplexlSsung 
wShrend der Zeit der Komprimieriing (25 min) in dem 
injizierten Schwanzvenenabschnitt zurUckgehalten wurde 
und nicht mit dem Blut ausgeschwemmt werden konnte. 
48 h nach der Injektion wurde die Maus durch zervikale 
Dislokation getfctet und die injizierte Schwanzvene 
prapariert. Die Expression von Lucif erase wurde im 
Homogenat des Schwanzvenenabschnittes gemessen. Es 
ergab sich dabei eine Luciferaseaktivitat von 2.600 
Lichteinhei ten/3 cm Schwanzvene. 

Beispiel 34 

Transfektion von prim&ren huraanen Melanomzellen 
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4* Adenovirus-Polylysin/Transferrin- 
a) Transfektion mit Adenovx 

Polylysin-Kombinations-Komplexen 

den aus einem chirurgisch 
Primare Melanomzellen wur isolier t. Dazu wurde 

entfemten Melano* ^ s zelllculturmedium mit 

der Tumor mechanxsch xn RP^ z zerteilt u nd 

5 % FCS 2n*i ^ n d ^^ stahlsieb gedrOOct. 
die Gewebsfragmente durch exn 

— — ^re ^lte^en und in *25 
Zentrifugation und Resuspen g ^ Isolierun g 

der Tumorzellen erfolg o(Jer 27 ^ 

Komplexen bestehend aus. ux, 12/ml)/ 0 .5 ug 

biot inylierten Adenovirus (im 
Streptavidin-Polylysxn, 6 ug f*^^^. 

Polylysxn -d 6 ug Jfp ^ ^den die 

500 Ul HBS^36 ^ Luciferase aKtivitat 

Zellen geerntet und axe Qbere 

• 4* Adenovirus-Polylysin/Low Density 

Ei ne XAsung von 10 *g 3>500 . 0 00, 
Lipoprotein, Sigma, L- , ^ t 

«— ^^^ion Ooar 



* 
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0.70 pmol Pyridyldithiopropionatresten. Die Ldsung 
wurde mit 1.2 ml 5 M NaCl versetzt, um bei der. 
darauf folgenden Zugabe von Polylysin die sonst 
auftretende PrSzipitation zu verhindern. Poly(L)lysin 
mit durchschnittlicher KettenlSnge von 300 Monomeren 
wurde wie beschrieben mit SPDP modifiziert und durch 
Behandlung mit Dithiothreitol und darauf folgende 
Gelfiltration in die mit Mercaptogruppen modifizierte 
Form gebracht. Die oben beschriebene modifizierte LDL- 
LGsung wurde mit der L5sung von 0.33 pmol Polylysin 
300, modifiziert mit 0.76 pmol Mercaptogruppen, in 4 ml 
2 M NaCl, 0.5 M HEPES, pH 7.9, unter Argon gemischt und 
48 h bei Raumtemperatur stehengelassen. Die 
Reaktionslosung wurde mit sterilem Wasser auf 32 ml 
verdUnnt (NaCl-Konzentration ca. 0.5 M) und durch 
Ionenaustauschchromatographie (Biorad Macroprep S, 10 x 
100 mm, 20 mM HEPES pH 7.3, Gradient von 0.2 - 3 M 
NaCl) aufgetrennt. Die Produktfraktionen eluierten bei 
einer Salzkonzentration von 1.8 M - 2.2 M und wurden 
gepoolt. Nach Dialyse gegen HBS wurden Konjugate, 
bestehend aus 2.35 mg (3.4 nmol) LDL modifiziert mit 
190 nmol Polylysin (entspricht 7.5 mg der freien 
Polylysin-Basenf orm ) erhalten. Dies entspricht einer 
durchschnittlichen Modif izierung der LDL-Partikel mit 
ca. 55 Polylysinketten. 

ii) Komplexbildung und Transfektion: 
18 \il biotinyliertes Adenovirus dl312 Preparation 
wurden mit HBS auf 100 pi Volumen verdiinnt. 1.2 pg 
Streptavidin-Polylysin wurden mit HBS auf 100 pi 
Volumen eingestellt und mit den 100 ml 
Adenoviruspraparation gemischt. Nach 30 min wurden 1.50 
pi HBS mit 6 pg pCMVL dazugemischt . Nach weiteren 30 
min wurden 300 pi HBS mit 4 pg LDLpL ( Polylysingehalt 
20 pg) dazugegeben. Diese hergestellte LGsung wurde mit 
1.5 ml DMEM (10 % FCS) gemischt und zu 3 x 105 prim^ren 
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m 

beschrieben und als HM» Durchme sser 

in einer ^^^.^rarbeiten und 
befanden. Die weiteren ZeU* a) 

basctt ia„en. «-.«^^ J den 
entneneen; A) z«gt he ^aen nit AdpL- 

Melanoezellen HMM1: fler Flg . nicht 

Konjugaten a-***^ » ^ ^ den 

gesondert angefuhrt ^aen AdpL- 

M elano»zellen MU> sind nur in der le«*en 

9eS TS S specie viruspraparation). In 

aem in Spalte * a w au £grund der 

25 f acbe» tiberschuB ±n einer verri n g erten 

Kompetition um den LDL-Rezepro 
Gentransfereffizienz resultierte. 



Beispiel 35 



, mgren Humanf ibroblasten 
Transfektion von prxmaren nu. 

Huroan e Hautbiopsien -e» in eine J J - ' 

«<*•»- DMEM, 2 - s ^^J Biopsien « eine* 
Antibiotite gegeben- Dann «ura in 

Gegenwart von 3 ml M oben) 
„uraen aia Zeilen fris=h Kach ateser 

gewasche* und "^'^^^ex, und in nana 
zeitdauar wurden die Zallan ttyp belnaha 

P^scbaien — ^ ^ tiypBinisiert und 

^tion 9 elagert. FUr die 
geforan tas xur Trans auf g etau t. in 6 =m 

^feKtion wurden ^ f^.^^end 2 « 
Pettischalen ausgesat und m u 



9. 
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* 

Glutamin, 10 % FCS und Antibiotika geztichtet. Die 
Konjugate fiir die Transfektion wurden wie folgt 
hergestellt: 3 pi, 10 pi, 20 pi und 30 pi 
biotinyliertes Adenovirus dl312 wurden mit 0.1 pg, 0.3 
pg, 0.5 pg und 0.8 pg Polylysin-modif iziertem 
Streptavidin in 150 pi HBS 30 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Dann wurden 6 pg des Plasmids pCMVfi-gal.in 
170 pi HBS beigegeben und die Mischung weitere 30 min 
inkubiert. Im letzten Schritt wurden 7.8 pg TfpL fur 
die Konjugate mit 3 pi dl312, 7 pg TfpL fur 10 pi dl312 
und 6 pg TfpL fiir die Konjugate mit 20 pi und mit 30 pi 
dl312 in 170 pg HBS zugegeben. Nach einer 
Inkubationsdauer von 30 min wurden die Konjugate auf 
die Zellen in 2 ml DMEM, enthaltend 2 mM Glutamin, 2 % 
FCS und Antibiotika, aufgebracht und die Zellen 4 h 
lang bei 37 °C inkubiert. Dann wurde das Medium entfemt 
und die Kultur bei 37 °C mit DMEM, enthaltend 2 mM 
Glutamin, 10 % FCS und Antibiotika, fortgesetzt. Nach 
48 h wurde die Expression von B-Galaktosidase bestimmt, 
wie in den vorangegangenen Beispielen beschrieben. 

■ ■ 

Bei der Transfektion mit 3 pi dl312 zeigten 14 % der 
Zellen B-Galaktosidaseproduktion, bei 10 pi dl312 
wurden 32 % positive Zellen erhalten, mit 20 pi dl312 
waren 39 % und mit 30 pi dl312 waren 64 % der Zellen 
positiv. 

Beispiel 36 

Gentransfer in Atemwegsepithelzellen von Ratten in vivo 
mit Hilfe von Kombinations-Komplexen 

a) Herstellung von TfpL/AdpL-Kombinations-Komplexen 

Humantransferrin-Polylysin-DNA-Komplexe (hTfpL) wurden 
durch Kombination von 8 pg Transferrin-Polylysin (Serva 
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„ n 150 Ul HBS (150 mM NaCl/20 mM HEPES pH 
Biochemical) xn 150 H herge stellt und 

7.3) mil: 6 pg pCMVL-DNA in 350 pi 

30 min bei Raumtemperatur in Beispi el 

Pol^sin.^ — ^^^^ 
19 C ) beschrieben es wu tions . Komple xe 
Adenovirus verwende^Dxe^ in Beispie l 23 

hTfpL/AdpL wuxden geroaB der 
c) hergestellt- 

b) verabreichung der Kouplexe in vivo flber die 
intratracheal Route 

. wurde die Ratte Sigmodon hispidus 
F Or diese Versuche wurde d ^ ^ da6 

C -Cotton Rat") verwendet von adenovirale 
sie ein geeignetes et al ., 1984). Die 

Lun generKran3cungen darste esiert . Nacn einem 

Ti ere wurden mit Methoxvflur „urde 
Vertikalschnitt in die ventrale Seite ae 
VerriK , ™-snariert. Die Koraplexe (25U dxs 

die LuftrShre sturapf praparxerr in 

. A nM »\ wurden unter sxcrvt 
300 ul; 3 pg Plasmxd-DNA) 

E1 . a ,= or in einem Winkel von 45 
die LuftrOhre der xn ^ Fig . 49 

schraggelegten Tiere injiZ1 f!^. ektion ^rden die 
angegebenen Zeitpunkten nacn « 

die Lunge 

Tiere duroh C02 9 e«*« und ^ £ «^ 

~k < n situ Spiilung mxt kalter raw f 
en bloc nach xn sxtu bp » aeern tet. Fiir den 
gepufferter KochsalzlSsung (PBS) geernt 

4 <= ^cPtest wurde das Lungengewebe in 
Luzxferasetest wura Lysa te auf 

EKtraktionspuffer homogenxsiert, dxe Ly 

otBndardisiert und dxe 
Ges^rotexngehalt «^ beschri eben. Die 

Luziferasege„express,on ^ pg 

Gesamtprotexn, erhaxren *u di 

^ ^„ o _ 4 x durchgefuhrt, axe 
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Beispiel 37 

Gentransfer unter Verwendung nicht-viraler 
endosomolytischer Mittel 

a) Synthese von membranaufbrechenden Peptiden 

i) Peptidsynthese : 

Die Peptide wurden auf einem automatischen Synthiziser 
( ABI 431A) mittels der Festphasenmethode unter 
Verwendung von p-Alkoxybenylalkoholharz (0.97 mMol/g) 
als feste Phase und Fmoc-geschtitzten Aminosauren. Die 
Carboxy-terminale AminosSure wurde iiber das 
symmetrische Anhydrid an das Harz gebunden. Die 
folgenden Aminos&uren wurden mittels der 1- 
Hydroxybenzotriazol-Dicyclohexylcarbodiimid-Methode 

gekoppelt. Es wurden folgende Seitenketten- 
Schutzgruppen verwendet: (Trt)Asn, (Trt)Cys [(t-Bu)Cys 
im Fall von EALA and GLF] , (t-Bu)Glu, (Trt^His,, 
(t-fiu)Ser* 

Die Peptide wiesen die folgenden Sequenzen auf: 

EALA: (SEQ ID NO: 5) Trp Glu Ala Ala Leu Ala Glu Ala 

Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu His Leu Ala Glu Ala Leu Ala 
Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 

GLF (SEQ ID NO: 6) Gly Leu Phe Gly Ala Leu Ala Glu 

Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu His Leu Ala Glu Ala Leu 
Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 

GLF- II (SEQ ID NO: 7) Gly Leu Phe Gly Ala Leu Ala Glu 
Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala 
Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
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ft Tn no . b) Gly L eu Phe Glu Leu Ala Glu Ala 
GLF -delta (SEQ ID NO 8) Gly ^ ^ ^ ^ 

L eu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala 

Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly 

rr^ s « - s « - 1 s 

«k« rin Ala He Glu Gly 

s s: z r s z s - « - - - 

p50 „■» «u, « - ~ - - « ~£ 

Phe lie Glu <o Gly «p Glu Gly Met He BP 



cys 



Die Pep^e wurden - Bar, ^^^^^ 
sel^e^en-schutzgruppen -« Festphase 
durch Behandlung von 100 mg Peptid oaai8ol/ 
mit 3 1 einer Mischung Phenol Eth ^ ( wahrend 
Was ser/TrifluoressigsSure O-TS^O.^ e 
1 5 h bei Raumtemperatur entfernt. Die r 
1 „ r „ ofSllt und 2 x gewaschen. Die s r 

wurden in Ather ausgefallt una » 

,-, rte n Peotide EALA und GLF wurden in einem 
Bu geschu^en Pep^ ^^onat (TEAB) 

kleinen Volumen 1 M Tnerny we iter durch 

„ i « c+ - auf 100 mM TEAB verdunnt una weix 
pH 8 gelost, Nucleosil 500-5C4 Saule 

Reverse Phase HPLC aur enw . 

wurden in iuu ui ,«n-ration 

1 „oittst: und durch Gelfiltranon 
Mercaptoetnanol, geiost una 
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(Sephadex G-25, 100 mM TEAB, 0.5 mM EDTA) und 
Gefriertrocknen oder Ionenaustauschchromatographie 
(Mono Q Pharmacia, 20 mM HEPES, pH 7.3, Gradient 0 bis 
3 M NaCl; das Peptid eluiert bei 1.5 M NaCl) gereinigt. 

ii) Modifikation rait N-(hydroxyethyl)maleimid 
Die C-terminale SH-Gruppe der Peptide GLF-delta, GLF- 
II, EALA-Inf , EALA-P50, P50 wurde nach der 
Gelfiltration (Sephadex G-25, 20 mM HEPES, pH 7-3, 0.5 
mM EDTA) von der freien SH-Form durch Reaktion mit 
einem 1.3- bis 10-fachen molaren Uberschufl von N- 
(Hydroxyethyl)maleimid (1 h Raumtemperatur ) blockiert. 
Oberschussiges Maleimid wurde durch Gelfiltration 
(Sephadex G-25, 100 mM TEAB, pH 8) entfernt und die 
Peptide ( GLF-delta-mal , GLF-II-mal,. EALA-Inf-mal, EALA- 
P50-mal, P50-mal) wurden nach Gefriertrocknen als 
Triethylammoniumsalz erhalten. 

iii) Modifikation mit 2 , 2 ' -Dithiobispyridin 
Die freien SH-Peptide wurden mit 10 Aquivalenten von 
2,2'-Dithiobispyridin (20 mM HEPES, pH 7.9, 0.5 mM 
EDTA) tiber Nacht bei Raumtemperatur reagieren gelassen. 
Uberschussiges Reagens wurde durch Gelfiltration 
(Sephadex G-25, 100 mM TEAB, pH 8) oder 
Ionenaustauschchromatographie (Mono Q Pharmacia, 20 mM 
HEPES, pH 7.3, Gradient 0 bis 3 M NaCl; das Peptid 
eluiert bei 1.5 M NaCl) entfernt, um die (2- 
Pyridylthio)-Cys-Peptide (GLF-delta-SSPy, GLF-II-SSPy, 
EALA-Inf-SSPy, EALA-P50-SSPy, P50-SSPy) zu erhalten. 

iv) Dimerisierung der Peptide 

Das Homodimer von P50 (P50 dim) wurde hergestellt, 
indem aquimolare Mengen von P50-Cys-(2-Pyridylthio) und 
P50-Cys-SH in 20 mM HEPES, pH 7.3, 3 Tage lang bei 
Raumtemperatur reagieren gelassen wurden. Die 
Reaktionsmischung wurde auf einer Mono Q Saule getrennt 
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„r.c ~u n <t Gradient 0.09 M 
CBR - 5 /5 Pharmacia. 20 «M «» Z^',^ „ Had). 
bis 3 M Had; aas P=0- D i»ere -»~^~^ b Reaktion 
Das Hetercaimer GLP-SS-P50 -urda analog dur 

de s Peprias P50 <freie «^ ) ^ esBllt . 
pyxiaylthionodifiaiartem Pep«a GLP herge 

b) Liposomen Leakage Assay 

Di e PSnigkei* aes syn^ischen Peptide UP— 
^reOen, wurae ^ aas Aua tri« . « 
P la oreSsensfar b s t of £ ™ J^^Li. b— 

sind, gemessen. Die w-P + . nM / Szoka und 

« r "reverse phase evaporation ) (Szokb 

r^Louir 1978) It einer wEssrigen Phase von 
Papahadjopoulos 197^ ? g 

, , «. »i 1991) extrudiert, um eine 
(MacDonald et al., w"' ^ .. on Die 

- Cliche GroBenverteilung zu erhalten. Die 
einheitliche woo ,« 1ta «tioix auf Sephadex G-25 

Mpo— woroen ausch ™ „« Had. 25 « 

It sine. *— — t *rtTJsS-L- serial gerrennr. 
BEPES ' P " s«tl -^aaenan pH-Werren wurae 

FBr aen Leakage Assay be issaypu£f er (400 « 

St rTTc veraL*. Hin Ui9 uo t - 100 Pi 

NaCl, 40 mM Na-Citrax; v PeD tids in 

wurae zu 80 pi einer ^^^f^Lfungen 

wassex in einer ^"^^^^ ^ b ei 
gegeten < Enokonsentration an Lipra. P»J 

Aon run) auf einem 
600 nm (Anregung bei 490 nm; a 

, -Fluoreszenzphotomer nach 30 mm 

Mikrotiterplatten-Fluoresz v Calceinf luoreszenz 

Tr^kubation bei Raumtemperatur auf Calceintiu 
Inkubation b ^ durch 

untersucht. Der were rux Losu ng 

i »i oiner 10 %igen Triton X-iuu a 
Zugabe von 1 ul einer xu y Rez iprokwert 

,„ w c T, e akaae-Einheiten wurden als Kezip* 
erhalten. Die Leakage & Leakage 
de r Peptidkonzentration berechnet, bei der 
beobachtet wurde (d.h. das Volumen in ul 



* 
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LiposomenlSsung, die zu 50 % pro pg Peptid lysiert 
wird). Die Werte unter 20 Einheiten wurden 
extrapoliert. Die Ergebnisse des Liposomen Leakage 
Assays sind in Fig. 50 dargestellt. GLF und EALA 
zeigten die hSchste pH-spezif ische Aktivitat. 

* 

c) Erythrozy ten- Lyse- Assay 

Frische Humanerythrozyten wurden mehrere Male mit HBS 
gewaschen und in 2 x Assaypuf fer von geeignetem pH-Wert 
(300 mM NaCl, 30 raM Na-Citrat) bei einer Konzentration 
von 6.6 x 107/ml resuspendiert . Ein Aliquot von 75 pi 
wurde zu 75 pi einer Serienverdiinnung des Peptids in 
Wasser in einer Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen 
(Konus-Typ) gegeben und 1 h lang bei 37 °C unter 
konstantem Schutteln inkubiert. Nach Entfernung der 
nicht-lysierten Erythrozyten durch Zentrif ugieren 
(1000 rcf, 5 min) wurden 100 pi des Uberstandes in eine 
neue Mikrotiterplatte tiberfiihrt und die 
Hamoglobinabsorption bei 450 nm ( Untergrundkorrektur 
bei 750 nm) bestimmt. 100 % Lyse wurde durch Zugabe von 
1 pi einer 10 %igen Triton X-100 Losung vor dem 
Zentrif ugieren bestimmt. Die hamolytischen Einheiten 
wurden als Reziprokwert der Peptidkonzentration 
berechnet, bei der 50 % Leakage beobachtet wurde (d.h. 
das Volumen in pi der ErythrozytenlOsung, die zu 50 % 
pro pg Peptid lysiert wird). Die Werte unter 3 
hamolytischen Einheiten wurden extrapoliert. Die Werte 
sind in Fig. 51 wiedergegeben. Daraus ist ersichtlich, 
daS P50 dim und EALA-P50 die hGchste pH-spezif ische 
Aktivitat hinsichtlich der Lyse von Zellen und/oder der 
Freisetzung. von groBeren Molekiilen wie Hamoglobin 
aufwiesen. Die P50-Monomeren P50mal und P50 SS-Py 
hatten niedrigere Aktivitat. Melittin zeigte die 
hGchste Aktivitat, die jedoch nicht spezifisch fttr 
sauren pH-Weirt war. 
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a , Herein** von DNA-Ko^inations-ccmplexen 

indem zuerst 6 pg 

«• rc*» - 150 * 1165 

pCMVL-DNA in 150 111 HBS nut * * 

pi HBS versrtzt: wurden. » id in 

optrmale Menge e rhaltene 
w«»-n trationen bestimmt, wobei oie 

^Berer volu«en for die K=mple*hersteUu 9 

) TLIH^ versus 

zeigte sich auch, daB auch ax olsaure 
amphipathischen Substanzen Desoxycholsaure 

den Transfer von DNA verstarken. 



e) Transfektion von Zellen 



«- ^llinien (BNL CL.2 Hepatozyten bzw. NIH 3T3- 
MbSrente Zellxnren ( ^ Transfektion in 

Zellen wurden 1 bxs z iage 

6 on Scnalen geziiohte* (DMEM Medrum ^°JJ^ 

300 000 zellen/schale). Das Medium wurde entfemt 
L DMEM + 2 % FCS und 500 pi DNA-Komplexe 
Ibl Altemativ wurden 0.5 ml DMEM + 6 % FCS und 

zugegeben. Alternat In kubation 

1.5 ml DNA-Komplexe verwendet. Nach 4 

wr den 2 pi DMEM (IB % ^/^^J^ 4 ml DMEM 
festgestellt, daB altera - ^ Me ^ 
^ 10 % FCS erserzt werden kann. , Transfektion , 
die Luciferaseassays wurden 24 n na 
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wie beschrieben, vorgenommen. Die gezeigten Werte fur 
die Lichteinheiten stellen die 

GesamtluciferaseaktivitSt der transf izierten Zellen 
dar. Die Transfektion von BNL CL.2 Hepatozyten ist in 
Fig. 52 dargestellt: 

Fig. 52A: Die DNA-Komplexe wurden hergestellt, indem 
zuerst 6 pg pCMVL-DNA in 250 pi HBS mit 4 pg TfpL290 in 
250 pi HBS gemischt und anschlieBend nach 30 min bei 
Raumtemperatur rait 20 pg Poly( L)lysin290 in 750 pi HBS 
versetzt wurden. Nach weiteren 30 min Inkubation bei 
Raumtemperatur wurden die angegebenen Mengen an 
Peptiden in 250 pi HBS zugegeben. Nach einer Inkubation 
von weiteren 30 min wurden die Komplexe mit 0 . 5 ml DMEM 
+ 6 % FCS versetzt und 450.000 Zellen beigegeben. 
Fig. 52B: Die DNA-Komplexe wurden hergestellt, indem 
zuerst 6 pg pCMVL-DNA in 500 pi HBS mit 4 pg TfpL290 in 
250 pi HBS gemischt und 30 min bei Raumtemperatur 
stehengelassen wurde. Eine 500 pi LSsung von 20 pg 
Poly(L)lysin290 in HBS wurde mit den angegebenen Mengen 
an Peptiden in 250 pi HBS versetzt und sofort zu der 
TfpL/DNA-Mischung gegeben. Nach weiteren 30 min 
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Komplexe mit 
0.5 ml DMEM + 6 % FCS versetzt und zu 450.000 Zellen 
gegeben. Die Zellernte 24 h nach der Transfektion und 
die Luciferaseassays wurden durchgeftihrt wie 
beschrieben. 

Die mit NIH 3T3-Zellen durchgef uhrten Experimente sind 
in Fig. 53 dargestellt. Die Herstellung der Komplexe A) 
und B) war dieselbe, wie ftir die Transfektion von 
BNL CL.2-Zellen. 

In den Zellkulturexperimenten zeigten die Peptide P50 
dim und EALA-P50 die hSchste Aktivitat, EALA und GLF 
hatten mittlere Aktivitat, wfchrend P50-Monomere und 
Melittin niedrige Aktivitat hatten. 
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Beispiel 38 



«r verwendung eines synthetischen nicht- 
Bentr^sfer 0 9 Ugolysin . verlan gerung . C 
viralen Peptids mit eme* 



Terminus 



„, fSEO ID NO:4) Met Ala Gin Asp 
Hin Peptid der M*-> (3*0 » ^ ^ ^ tep 

«. II. ser Tbr XXe OXy «P Lys Lys L ys t-y. 

Thr r a j: e htlz « - 

Lys Lys Lys Lys wura _. isiert ^ gereinigt. 
Dieses Peptxd Urt vo» ^ Thr Ile G ly Asp 

L ys abglextet. von d ^ pH . wert 

£0r das -~^T£- dieses Peptid . 10 
aufweist, abgeXeltet, me 
au satzli=ne tysine verlangert wurde. 

Dia DN »-Ko»ple*e wurden ""^^J^Z 

pCMVL-DNA in 170 ul HBS eit 4. 

. ^ , m * enschiieBend naoh 30 mm bex 
geexseht und »schX „ to 170 pi BBS 

"f^l «a" «.i-en 30 »in intubation bei 

r^e^T^en die Korcpiese .it 1.5 ml DMEM + 
Eaumte^eratur wu ^ Hepstoayte n 

2 * PCS gemisoht und 45 , 20 % pes 

^w«r% Mach 2 h wurden z mx uiu^* 
bexgegeben Naoh 2 ^ ^ Trans£ektlon und 

, ug egeben. •» "^^^^ ^den »ie in den 
di e Messung der Lu=xf« durchgefohrt . pie 

ss« -~— - ■* 

betrug 481.000 Lichteinheiten. 



«i 
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Beispiel 39 

Trans fekt ion von Hepatozyten in Gegenwart von Melittin- 
Peptiden mit einem Oligolysinschwanz am C-Terminus 

* 

Peptide der Sequenzen (Richtung: N- zu C-Terminus) (SEQ 
ID NO: 12) Gly He Gly Ala Val Leu Lys Val Leu Thr Thr 
Gly Leu Pro Ala Leu He Ser Trp lie Lys Arg Lys Arg Gin 
Gin Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys ( bezeichnet 
als mel 1 ) 

und (SEQ ID NO: 13) Gly He Gly Ala Val Leu Glu Val Leu 
Glu Thr Gly Leu Pro Ala Leu He Ser Trp He Lys Arg Lys 
Arg Gin Gin Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys 
(saure Mutante, bezeichnet als mel 2) wurden 
synthetisiert, wie in Beispiel 38 beschrieben. 

Die DNA-Komplexe wurden hergestellt, indem zuerst 6 pg 
pCMVL-DNA in 170 pi HBS mit 4 pg TfpL290 in 170 pi HBS 
gemischt und anschlieBend nach 30 min bei 
Raumtemperatur mit ca. 3 pg Peptid mell oder 5 pg mel2 
in 170 pi HBS versetzt wurde. Nach einer Inkubation von 
weiteren 30 min wurden die Komplexe mit 1.5 ml DMEM + 
2 % FCS gemischt und 450-000 BNL CL.2 Zellen, die 
geztichtet wurden wie in Beispiel 38, beigegeben. Die 
Zellernte 24 h nach der Transfektion und der 
Luciferasetest wurden wie beschrieben durchgef iihrt . Die 
LuciferaseaktivitSt, bezogen auf den Gesamtextrakt, 
betrug 9.200 Lichteinheiten (im Fall von mell) und 
9.400 Lichteinheiten (im Falle von me!2). 

Beispiel 40 

Expression von Interferon alpha in HeLa- Zellen 

HeLa-Zellen (5 x 105 Zellen pro 6 cm Schale) wurden mit 
dem Plasmid pAD-CMVl-IFN transf iziert, das flir humanes 
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Inttr£ eron alpbe2e — td^es pHsTd ist 
Habancer/Pro^ter-S^uen* ^ ^ 

besebxieben in DE 40 21 917 A P ln pM) - 

*-r^r^ •* 

iekl0ni Ta « T pu in 330 PI BBS verses - 30 
UBS warden UtlM" ste hengela=sen. Die Proben 

^ 1M3 bei — -*" t ^ t *Z nach den ersten 30 
6 .M enthielten nur 4 ug Tip ^ eln ^ot 

^ Ink ubatio» wurde den Probe ^ ^ ? ^ 

.on P16PL (20 w> « 140 £ * , b^igegeb^n. Naob 
10 ein Aliquot von pLys 290 (20 pfl) 9 

we iteren 30 .in "^^1 (Probe 9 und 

HBS. entbaltend 10 ul (Probe 8) oderJO V ^ 

»> — "TT a* rert 30 ein 

P16pt siebe Beispiel 1£- in 2 rt 

Inkubation wurden die Prob ZUS atzliohen 
DMEM/2 % PCS in Gegenwart der folgen 
Ko» P onenten aufgebracht: Ore 3 ^ 4 

entbielten 100 uM chlorogurn, die Proben 

a ..-a 15 ul Adenovirus dl312 
enthielten 5 und 15 ul A aessel ben, 

Parti*el/1>. Probe = enthrel £ » ^ aie 

PS oralen-ina*tivierten vrrus- <^ a ^ tion ourc h 

Stimulierung von endogener ™* rf «° 13 ^ Alig uots 

Adenovirus wurden die Proben 11, 12 behandelt . ) 

von Virus wie in den Beispielen 3. 4 

2 b neon der Transition wurden 5*1 f« 

DMEM + 10 % PCS den Zellen ^Beg-ben- *Sh 

Joe Medium entfernr unu 
Transfer wurde Dieses Medium „urde 

frxschem DMEM + 10 % FCS erset ELISA-Test 

72 h nach der Transfektion geerntet und ein 

72 n nacn durc hgefuhrt, wxe xn 

ZU r Bestimmung von IFN a d g ^ ^ 

DE 40 21 917 A beschrxeben. Dxe it 

sind in Fig. 54 dargestellt. 

In Obereins^ung ^ den frUher oder 
Beobachtungen, die bei Verwendung von Lucxf era 
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B-Galaktosidase-Reportergenen gemacht wiirden, 
funktionierte TfpL nur schwach beim Transfer des IFN- 
Gens in diese Zellen. Die Gegenwart von Chloroquin 
erzeugte ein nachweisbares Signal (ca. 7 ng/ml / Probe 
2), Adenovirus dl312 stimulierte hingegen den DNA- 
Transfer in dosisabhangiger Weise (Proben 3 und 4). Die 
Behandlung dieser Zellen mit vergleichbaren Mengen von 
Virus in Abwesenheit von IFN-DNA-Komplexen ergab kein 
nachweisbares IFN-Signal (Proben 11 und 12). Die 
Transfektion mit dem synthetischen, vom Inf luenzapeptid 
abgeleiteten endosomolytischen Peptid P16 (siehe 
Beispiel 13) als Konjugat (Proben 6 und 7) oder als 
ionisch an die Oberf lache von TfpL/DNA-Komplexen 
gebundenes Peptid (Proben 8, 9 und 10, zur Bindung der 
Peptide siehe Beispiel 37) erzeugte nachweisbare 
Inter feronproduktion, die mit dem Peptidkonjugat in 
Gegenwart von Chloroquin (Probe 7) verstarkt wurde. 



ERSATZBLAT} 



PCT/EP92/02234 

WO 93/07283 

17*4 



Tab. 1A 
TransfeKtionsmethoden 
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Tab . 2A 
Membranaktive Proteine 
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Tab. 2B 
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Tab. 2C 
Membranaktive Peptide 
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Tab. 3 

l Transfektion von BNL CL.2 Zellen 

(6 ]ig pCMV-L DNA, 4 pg TfpL290) 



pLy» 




0 jig 


0.3 jig 


1 jig 


3 jig 


10 jig 


20 jig 


30 Jig 


0 jig 


PSOcfim 
GLF 
MeDtHn 


160 


330 
490 
0 


540 
290 
0 


300 
340 
0 


70 




425 


4 jig 


P50dm 
GLF 
EALA 


3 100 


670 
3 140 


200 
600 
150 


430 
170 
560 


" 180 


1 410 




10 jig 


P50dim 
GLF 
EALA 


5700 


1 950 

2 120 


16 600 
16 800 


217 000 
179 300 


760 
215 000 
181 700 


1 330 
1 980 
76 360 


3 424 800 


2 0 jig 


P50 dim 
GLF 
EALA 
Melfttin 


3 200 






23 300 
418 400 
191 000 
6 545 


185 100 
320 600 
181 000 


7 054 800 
294 200 
273 600 


9 344 000 




Desoxy- 
choOc add 






6 730 


34 700 


16 000 








Oleic acid 






12 200 


11 900 


4 100 







ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



180 



PCT/EP92/02234 



Literatur: 



DR etal., 1981, 3. Cell Biol., 91, 270- 
Abrahams on, D.R- ex - 

280. . _ . j„ Pes 19, 424. 

* =i 1991, Nucl. Acids Res. 
Akopian, T.A. et al., 0 Thiaudiere E. und 

Alouf, J.«.. ^ourcg ^ Jb Biochem . 18 3. 381-390. 
Oeoffroy Ch 1989 ^ ^ ^ 

Anderson, P.. al - ' iyoz ' 

11304. . q j Griffiths 

, m _ tr s latin s.ii- 

= tsi w Abrams Civ., d-lo* 
Andrews, N.w*, 

... 1990, Cell 61 ^ 7 ; 87 ;irology 65f 2088 . 20 92. 
Ansardi, D.C et al., W». chenu 260 , 

Argiolas, A. und Pisano J.J., 1985, 

1437-1444. von Riiden, T., 

n vu S., Kantorr, vw * 
Armentano, D., ^, => virol. 61, 

xj T? und Gilboa, E. , iy°'» 
Anderson, W.F. una 

1647-1650. , Sci . USA, 

4- =i 1990, Proc. Natl. Acaa. 
Armentano, D. et al., i** u ' 



87, 6141-6145. 23 95 _ 

M a i 1983, Exp. Pathol., as, 
Asada-Kubota, M. et al. , 

554. _j r c und Williams, 

tr rait M.J., Sheppard, R.C una 
Atherton, E., Gait, n '° ' 

B.J., 1979, Bioorg. Chem. 8, 351. Q9> 
t 1 1991, Science Zo«, J - ;,u ' 

Barr, E. und Leiden, J. , < 

_ p o 1959, J- Biol- Chem. 234, 

Bartlett, b.r. , cir.roq 
» , 1988, BioTechniques 6, 616-629. 
Berkner, K.L., „. (Hon E d. by 

k I 1990, Virology, 2nd Edition, wx. * 
Berns, K.I., Raven Press 

Fields, B.N., Knipe, D.M. et al., 

Ltd. , New York, 1743-1759 ljnmunology today 

Bhakdi, S. und Tranum- Jensen J., 1991, 

Blau^H. et 8 "al!°'l9B5, Science 230, 758-766. 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 PCT/EP92/02234 

181 

Blobel, CP. , Wolfsberg T.G., Turuck C.W. , Mylcs D.G., 
Primakoff P. und White J.M. , 1992, Nature 356, 
248-252. 

Blondelle, S.E. und Houghten R.A., 1991, Biochemistry 

30, 4671-4678. 
Bondeson, J., Wijkander, J. und Sundler, R. , 1984, 

Biochim. Biophys. Acta 777, 21-27. 
Boulanger, P. A. und Puvion, F., 1973, Eur. J. Biochem. 

39, 37-42. 

Bragg, R.R. et al., 1991, Onderstepoort J. Vet. Res. 

58, 309-310. 
Carpenter, 6. , 1984, Cell, 37, 357-358. 
Chardonnet, Y. und Dales, S., 1970, Viology 40, 462- 

477. 

Cheng, S-Y. et al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 

77, 3425-3429. 
Ciliberto, G. , Dente, L. , Cortese, R. , i985. Cell 41, 

531-540. 

Clarke, D.D., Mycek, M.J., Neidle, A. und Waelsch, H., 
1959, Arch. Biochem. Biophys. 79, 338-354. 

Collis, P., Antoniou, M. und Grosveld, F. , 1990, EMBO 
J. 9, 233-240. 

Cotten, M. , Laengle-Rouault, F., Kirlappos., H. , 

Wagner, E., Mechtler, K. , Zenke, M. , Beug, H., und 
Birnstiel, M.L., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 
4033-4037. 

Davidson, D. und Hassell, J. A., 1987, J. Virol. 6i, 
1226-1239. 

Davis, B.D. und Dulbecco, R., 1980, Microbiology, 3rd 
Edition, Ed. by Davis, B.D. et al., Harper & Row, 
Sterilization and Disinfection, 1263-1274. 

Defer, C, Belin, M. , Caillet-Boudin, M. und Boulanger, 
P., 1990, J. Virol. 64, 3661-3673. 

Dempsey, C.E., Bazzo R. , Harvey T.S., Syperek I., 

Boheim G. und Campbell I.D., 1991, FEBS Lett. 281, 
240-244. 

ERSATZBLATT 



PCT/EP92/02234 

WO 93/07283 

182 

A zr ceLuca. M. , Helinski, D. und 
De We,, J.. Wood K DeL ^ ^ ?> 

Subramanx, S. 1 ^ l5 09-l5l2. 

Dhawan, J. et ai., » Cvtogenet. 30, 

, P ata i 1988, Cancer Genet. cyrog 
Donti, E. et ai., ««» » 

225-231. Edition, Ed. by 

„ 1980 Microbiology, 3rd Edxrion, 
Dulbecco, 198"' RoWf The Na ture of 

Davis, B.D. et al. , *m 

Viruses, 853-884. 2S 8343-8347. 

. 1Q86, Biochemistry Z5, 

Eaton, D.L. et al., WW, 316 - 3 18. 

, F l99 i, immunology today 12, ^ 
Esser, A.F., wvx. virology, 2nd 

Fields B.N. und Knipe, D.M., ww, 
Fiexos>, „ York. 

Folk, ' 244 , 694-697. 

Franchini. G.. 1989, Scren 64, 1934- 

Fricks. C.E. und Hogle J.H., 1990, 

'"''at al 1961. 3. J—*- "«*• 45 ' 195 : . 

-^"■^ — . - s 7 ;" OT . Ed. » 

« s 19B0, Microbiology, 3rd Edition 
"i;. at ax. , Harper . Bow. Picomav^ruses. 

„ "ler 1 "' s Bia«ier. «— *• 

G »Snryre i: -d Steward, 0., 1989. Molecular 

Pharmacology 36. a 18 " 8 * 2 - 30 417 -426 

it at al.. 1982. clin - RM " 
ooldsrern. J.U « a ^ ^ BsJ . scr. 

Goldstein, J.L. er ax., 
USA, 76, 333-337. 

^ al 1980, Nature 285, oo 
Goldstein, L.J. et a ., . virology 178, 

Tfl-t c und Esteban w. , 
Gong, S., Lai unu 



81 M 91 lt al 1989, Cell 58, 215-223. 
Green, W- et ax., ' 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 PCT/EP92/02234 

183 

Hearst, J. E. und Thiry, L. , 1977, Nucl. Acids Res. 4, 
1339-1347. 

Heldin, C-H. et al., 1982, J. Biol. Chem., 257, 4216- 
4221. 

Helene, C. und Toulme J. -J., 1990, Biochem. Biophys. 

Acta 1049, 99-125. 
Herskowitz, I., 1987, Nature 329, 219. 
Hizuka, N. et al., 1981, J. Biol. Chem., 256, 4591- 

4597. 

Hoekstra, D. , 1990, J. Bioenerg. Biomembr. 22, 121-155. 

Holland, J.J., 1990, Virology, 2nd Edition, Ed. by 
Fields, B.N. , Knipe, D.M. et al., Raven Press 
Ltd., New York, Defective Viral Genomes, 151-165. 

Horvath, J. et al., 1988, J. Virol. 62, 341-345. 

Horwitz, M.S., 1990, Virology, 2nd Edition, Ed. by 
Fields, B.N., Knipe, D.M. et al., Raven Press 
Ltd., New York, Adenoviridae and their 
replication, 1679-1721. 

Hosang, M. et al., 1987, EMBO J., 6, 1197-1202. 

Huang, A.S., 1987, The Molecular Basis of Viral 

Replication, Ed. by Bercoff , R.P., Plenum Press 
New York and London, The Role of Defective 
Interfering (DI) Particles in Viral Infection, 
191-194. 

Ikura, T., Go N. und Inagaki F., 1991, Proteins 9, 81- 
89. 

imamura, K. et al., 1987, J. Immunol., 139, 2989-2992. 

Iwanij, V., 1977, Eur. J. Biochem. 80, 359-368. 

Jones, N. und Shenk, T. , 1979, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 

76, 3665-3669. 
Jung, et al., 1981, Biochem. Res. Commun. 101, 599. 
Kaplan, J. et al., 1979, J. Biol. Chem., 254, 7323- 

7328. 

Kasid, A., Morecki, S., Aebersold, P., Cornetta, K. , 
Culver, K., Freeman, S., Director, E., Lotze, 
M.T., Blaese, R.M., Anderson, W.F. und Rosenberg, 



ERSAT2BLATT 



WO 93/07283 



184 



PCT/EP92/02234 



s A 199 0 Proc.Natl.Acad.Sci. USA 87, 473-477 
S.A., 1990 Pr ^ BoulnolS g.j. , 

Kehoe, M.A., Mxller L. , Walker 

iqa? infect, imraun. 55, 3Z<4» •= 

. C Gilboa, E. und Wagner, E.F., 

Keller, G. , Paxge, C, gxx , 

1985 , Nature 318, ^\ ^ ff> Vet . R es. 
Khang, C. und Nagara 3 x. K.V., 

50 ' "T^al., 1983, - Biol. Cbe»., -8, 4715- 

4724. ... Aca d. Sci. USA 

p n et al., 1983, Proc. Natl. Acaa. 

80, 2263-2266. ? 2 99- 

. ° ' et al., 1982, Trends Biochem. Sex., 7, 
Kuhn, L.C. eu <s.j-. » 

302 ' „ tt 1982 Proc. Natl. Acad. Sex 

Kurachi, K. , Davie, E.W., 1982, 

USA 79, 6451-6454. _ 598 -614. 

i 1971 Virology 45, 5y» o-"-*- 
Laver, W.G. et al., 1971, v gl Cell 6 4, 

, r r> t Ganz T. und Selsted M.E., 1**^ 
Lehrer , k.x., ucLi 

229-230. _ « t Horstmann R-D. 

ckoI s schoenberger 0.i»., nuJ - 
Leippe, M., Ebel S., sc Rcad> 

und Miiller-Eberhard H.J., ^ > 

Sci. USA 88, 7659-7663. 576 -579. 
. « r B 1989, BioTechnxques 7, o/° 
Liffi , K. und Chae, ^ 1 ; " ^ Nucl . Acids Res. 
Luthmann, H. und Magnusson, 



U. 1295-1308 B . ophys> Acta 

MacDonald, R.C et al., 1991, * 

0061. 297 - 3 ° 3 ; askey M ., 1989 , Nucl. Acids Res. 
Macgregor, G. und Caskey, v. 



1? ' 2365 *c>, r n Matsui S.M., vo P.T., Dang 
Mackow, E.R-, Shaw R.D , Mat ^ ^ 

M.N. und Greenberg H.B., i»o , 



USA 85, 645-649. 
t « Oxsnes S. und Sandvig, K. , 1984, 
Madshus, I.H., Olsnes, 

Virology 139, 346-357. _ 
. • 1QR9 Cell 58, 205-214. 

* — « Manual - coia sprins 



ERSAT2BLATT 



WO 93/07283 PCT/EP92/02234 

185 



Harbor Laboratory, 474. 
Marion, D., Zasloff M. und Bax A., 1988, FEB 227, 21. 
Marshall, S., 1985, J Biol. Chem., 250, 4133-4144. 
Massague, J. et al., 1986, J. Cell. Physiol., 128, 216- 

222. 

McClure, M.O., Sonunerfelt, M.A., Marsh, M. und Weiss, 
R.A., 1990, J. General Virol. 71, 767-773. 

Mellman, 1.8. et al., 1984, J. Cell Biol., 98, 1170- 
1177. 

Mizel, S.B. et al., 1987, 1987, J. Immunol., 138, 2906- 
2912. 

Ojcius, D.M. und Young J.D., 1991, TIBS 16, 225-229. 
Oropeza-Werkerle, R.L., Muller S., Briand J. P., Benz 

R., Schmid A. und Goebel W. , 1992, Mol. Microbiol. 

6, 115-121. 

Otero, M.J. und Carrasco, L. , 1987, Virology 160, 75- 
80. 

Pacini, D.L. et al., 1984, J. Infect. Dis. 150, 92-97. 
Parente, R.A. et al., 1990, Biochemistry 29, 8720-8728. 
Patek, P.Q., Collins, J.L. und Cohn, M. 1978, Nature 
276, 510-511. 

Ponder, J. P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA', 1991, 

88, 1217-1221. 
Posner, B.I. et al., 1982, J. Cell Biol., 93, 560-567. 
Precious, B. und Russell, W.C., 1985, Virology, ed. 

Mahy, B.W.J. , IRL Press, Oxford, Washington, DC, 

193-205. 

Rafalski, M. , Lear, J.D. und DeGrado, W.F., 1990, 

Biochemistry 29, 7917-7922. 
Reece, R.L. et al, 1987, Aust. Vet. J. 64, 365-367. 
Riordan, J.R. et al., 1989, Science, 245, 1066-1073. 
Rosenberg, St. A. et al., 1992, Human Gene Therapy 3, 

75-90. 

Ruysschaert, J.-M. und Vandenbranden M. , 1991, Biochem. 

Biophys. Res. Commun. 175, 872-879. 
Sambrook, J. et al. (Eds.), 1989, Molecular Cloning, 



ERSATZBLATT 



PCT/EP92/02234 

WO 93/07283 

186 

««i 3 16.39-16.40. 
2nd Edition, Vol. *i ^ 8 1590 . 

„ a i 1986, Endocrxnology, U-o, 
Schalch, D.S. et al., 

s^'c. • - Bi0Chem -' 5 °' 

1053-1086. ji willingham, M. 

, Fii-zGerald, D., Ginsberg, H. , wxx u 
Seth, P., FitzGera , ^ ^ 4# l528 . 

und Pas-tan, I., 

1533 ; Wieland, S., Schaffner, W. und Kusconi, 
IsBS KMBO J. 7, 2503-2508. 
snai/7. Back O. und VanovsfcvA.,1990, ^ -5, 

20 TT987' Cell Separation: Methods and Selected 

5, Academic Press inc., PP-13 

44 ' , ,088 Virology 165, 377-387. 

Silver, L. t al., 1988. Vx gv ^ ^ 

Si pe, D.M. et ^'^'^ Q ^ l36 , 125-132. 

Skertt 'nL vt' AndreevS.M., SiderovaM.V Meli.van 
Slepushkxn, V. A. , An V . M . , G rinf eldt 

G.B., Grigorxev V.B., cnum 

^«r, r A und Karamov E.V. , 

A.E., Manukyan R.A. ^ 

ReS . Human Retroviruses 8 9-1 • 

, 1 1982 J. Cell Bxochem., i», 
sly , W. et al., 1982, J ^ ^ USA , 

Smith, K.A. et al., 1985, Fr 

82, 864-867. Sci . USA, 

~ « D + al 1978, Proc. Natl. Acaa. 
Stahl, P.O. et al., 

75, 1399-1403. g83 Meth . 

Stranger. «.». und Papaha^opoulos. 

Strauss, W. una Jaeniscn, » , 

. 4 "' m k at al.. »87. Biochemistry 26. 2964- 
Subbarao, N.K. e-c oj.., 

29?2 * * *i 1990 Cell 63, 601-608. 

Sullenger, B.A. et al. 1990, 

Svensson, U. , 1985, J.Vxrol., 55, 
Szoka, F. und Papahadjopoulos, D., 1978, 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 PCT/EP92/02234 

187 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75, 4194-4198. 
Takahashi, S., 1990, Biochemistry 29, 6257-6264. 
Takayama, K.M. und Inouye, M. , 1990, Critical reviews 

in Biochem. and Mol.Biol. 25, 155-184. 
Takese, K. et al., 1990, Nippon Juigaki Zasshi 52, 207- 

215. 

Thiaudiere, E., Siffert 0., Talbot J.-C, Bolard J., 

Alouf J.E. und Dufourcq J., 1991, Eur. J. Biochem. 

195, 203-213. 
Trono, D. et al., 1989, Cell 59, 113-120. 
Uchida, Y. , Tsukada, U. und Sugimori, T., 1977, J. 

Biochem. 82, 1425-1433. 
Urakawa, T. , et al., 1989, J. Gen. Virol. 70, 1453- 

1463. 

Valerio, D. , Mclvor, R.S., Williams, S.R. , Duyvesteyn, 
M.G.C., Van Ormondt, H., Van der Eb, A.J., Martin, 
D.W. Jr, 1984, Gene, 31, 147-153. 

van Oostrum, J. und Burnett, R.M. , 1985, J. Virol. 56, 

439-448. 

Wagner, E. , Zenke, M. , Cotten, M. , Beug, H. und 

Bimstiel, M.L. , 1990, Proc . Natl . Acad . Sci . USA 87, 
3410-3414. 

Wagner, E. , Cotten, M. , Foisner, R. und Bimstiel, 
M.L., 1991a, Proc.Natl. Acad. Sci. USA 88, 4255- 

4259. 

Wagner, E., Cotten, M., Mechtler, K. , Kirlappos, H. und 
Bimstiel, M.L., 1991b, Biocon jugate Chemistry 2, 
226-231. 

Walker, F. et al., 1987, J. Cell Physiol., 130, 255- 
261. 

Walker, R.D. et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 
9514-9518. 

Walls, E.V. und Crawford, D.H., 1989, Lymphocytes, a 
practical approach, G.G.B. Klaus, Ed., IRL press 
Oxford, 149-162 

Watson, J.D., et al., 1987, Mol. Biol, of the Gene, 

ERSAT2BLATT 



WO 93/07283 



188 



PCT/EP92/02234 



676 677 

J.J. und Wiley, D.C., iSO °' 

v «"et ^' Tw. Anal. Biochea. 171, 1. 
Wilchek, M. et al., Rau let. D.H. und 

_ _ 0 Grossman, M. , Kauiet, 

Wilson, J.M., Danos, O., <5ro Acad . Sci . USA 87, 

Mulligan, R.C 1990, Proc.Natl.Acad.sc 

439 " 443 ' n CI und Boucher, R.C 1989, 

WillU Z en ; U Z'sZ\sS Idl Physiol. 25), 1033-1044. 

1 D J Simonsen, C.C., Eaton,. D.L., 
Wood, W.I. Capon, D C p ^ Smith , 

Gitschier, J-, Keyt, b , Delwart , E. , 

D.H., Hollinshead, P., Wion, K.L., d 
Tuddenha*, E.G.D., Vehar, G.A., Lawn, ' 
Nature, 312, 330-337 M.R. und 

wu R Yankaskas, J.R-, Cheng, r, , 

* Boucher. R.. 1985. ».Bev.Respir.»is. U2. 

32 °' d wu C H »87. J. Bid- Chen,. 262 . 4429- 
Wu, G.Y. und WU, C.H., w> 

U32 ' a wu C H 1988. J. Biol. Chem. 263. 14621- 
Wu, G.Y. und Wu, C.H., ' 

14624 * m -r Cotton, C.U., Knowles, 

-r w S-tUttS, M.J», LOUU "' 

S ^ ^ u^cher, E.G.. 1987. 

"• ■ ^ cell Bysfimction in Cystic 

senses ^ pp . 139 -149. 

Fibrosis, Alan K. i^f=>/ Kfwa i D., 

t » HaizliP, J-E-, Conrad, M. , Koval, u., 
yankaskas, J-R., Haxzlip, ^ 

Schlegel, R. und Boucher, R-C 

Kespir. Dis, 143 A139 ^ ^ Sarin , 

zamecnik, P.C Goodchxld, J., Tagu , 6> 

P S 1986, Proc.Natl.Acad.Sci. USA 83, 4! 

v V K Denk H., Lackinger, E. und Ramer, I., 
Zatloukal, K. , Deruc, n., 

1989, Lab. invest. 61, 603-608. 

. , •„ p Waoner, E., Cotten, M. , Beug, 
zente. M.. Steinlein. P.. "son ^ ^ 

H. und Bimstiel, M.L. , 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



189 



PCI7EP92/02234 



USA 87, 3655-3659. 
Zon, 6., 1988, Pharmaceut. Research 5, No. 9, 539-549. 
Remington's Pharmaceutical Sciences, 1980, Mack Publ. 

Co., Easton, PA, Osol (ed.). 
Trends Pharmacol. Sci. 10, 1989, 458-462. 



PCT/EP92/02234 

WO 93/07283 

190 



SEQUENZLISTE 



. . . » tttEL DER ERINDUNG: Zusanunensetzung fur das 

( ii ) TITEL DER t. Nuk ieinsaure-Komplexen in 

Einbringen von NuKiemf" 
hohere eukaryotische Zellen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 13 

(iv) COMPUTER READABLE FORM: 

(A) MEDIUM TYPE! Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 
(C , OPERATE SYSTEM: 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, v 

(EPO) 



(2) INFORMATION FUR SEQ ID N0:1: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 23 Aminosauren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:l: 

m »i a lie Ala Gly Phe He Glu Asn Gly Trp 
Gly Leu Phe Glu Ala He Axa o y 

5 

Glu Gly Met He Asp Gly Gly Gly Cys 
15 20 
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(2) INFORMATION FttR SEQ ID NO: 2: 

( i ) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG : 

(A) LXNGE: 23 AminosBuren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Gly Leu Phe Gly Ala He Ala Gly Phe He Glu Asn Gly Trp 
1 5 10 

Glu Gly Met He Asp Gly Gly Gly Cys 
15 20 



(2) INFORMATION FttR SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LXNGE: 26 AminosSuren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Peptid 

■ * 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Met Ala Gin Asp He He Ser Thr He Gly Asp Leu Val Lys 

1 5 10 

Trp He He Asp Thr Val Asn Lys Phe Thr Lys Lys 

15 20 ' 25 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 



PCI7EP92/02234 

192' 



(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 4: 

(i) sequenzcharakterisierung: 

(A ) LANGE: 36 Aminosauren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:4: 

Met Ala Gin Asp Ue He Ser Tbr He « Asp Leu Val Lys 

U ^ Ue Asp Tbr Val Asn Lys Pbe Tbr Lys Lys Lys Lys 

20 

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys 

on 35 
30 



(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO:5: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 34 AminosSuren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(x±> SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 5: 

*i t«,i aia Glu Ala Leu Ala 
Trp Glu Ala Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala 

1 n« Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu 

Glu His Leu Ala Glu Aia ueu 

20 
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Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
30 

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 6: 

(1) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LXNGE: 35 Aminosauren 

(B) TYP: AminosSure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 6: 

Gly Leu Phe Gly Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu 
1 5 10 

Ala Glu His Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu* Ala Leu Glu Ala 
15 20 25 

Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
30 35 

(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 35 Aminosauren 

(B) TYP: Aminosaure 

( C ) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
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*i« ciu Ala Leu Ala Glu Ala Leu 

_. n i„ A i a Leu Ala Giu axu 

Gly Leu Phe Gly AJ.a ^ 

1 5 . 1a r1u &la Leu Glu Ala 

Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala 

Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 

35 

30 



(2) INFORMATION FUR SEQ ID NO:8: 

(i) sequenzcharakterisierung: 

(A) LANGE: 34 Aminosauren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEK0LS: Peptid 

(XI) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:8: 

' »i „ Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala 
Gly Leu Phe Glu Leu Ala Glu Ala ^ 

1 5 ,„ riu Ala Leu Glu Ala Leu 

Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu L 

15 20 
Ala Ala Gly Gly Ser Cys 

30 



(2) INFORMATION FUR SEQ ID 

(i ) sequenzcharakterisierung: 

(A) LANGE: 34 Aminosauren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 
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(ii) ART DES MOLEKttLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Gly Leu Phe Gly Ala He Ala Gly Phe He Glu Asn Gly Trp 
1 5 . 10 

Glu Gly Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu 
15 20 25 

Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
30 

* 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 10: 

(1) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 34 Aminosauren 

(B) TYP: AminosSure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

( xi ) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 10 : 

Gly Leu Phe Glu Ala He Glu Gly Phe He Glu Asn Gly Trp 
1 5 10 

Glu Gly Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu 
15 20 25 

Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
30 

(2) INFORMATION FttR SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 
(A) LXNGE: 23 Aminosauren 
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(B) TYP: Aminos aure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

SEQUEKZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:ll: 

Gly Leu Phe Glu Axa ^ ^ 

L Gly Met He U Gly Gly Gly Cys 
15 20 

(2 ) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 36 Aminosauren 

(B) TYP: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Peptid 

(xi ) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO:l2: 

Gly lie Gly - val Leu Lys Val Leu * T Cly Leu Pro 

1 5 tt* lvs Arg Lys Arg Gin Gin Lys Lys 

Ala Leu lie Ser Trp He Lys Arg y 

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys 
30 



(2) 



INFORMATION FUR SEQ ID NO: 13: 
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(i) SEQUENZCHARAKTERISIERUNG: 

(A) LANGE: 36 AminosSuren 

(B) TYP: Aminosfiure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: beide 

(ii) ART DES MOLEKtiLS: Peptid 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 

Gly He Gly Ala Val Leu Glu Val Leu Glu Thr Gly Leu Pro 

1 5 10 

Ala Leu He Ser Trp He Lys Arg Lys Arg Gin Gin Lys Lys 

15 20 25 

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys 
30 35 
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PatentansprUche 



«ir die Transfektion von hoheren 

euKaryotischen «^L~»~«^ Substanz, 

Nukleinsaure und Nukleinsa 

die gegebenenfalls mit einem 

dxe ge 9 efakto r fiir diese Zellen 

intemalisierungsfaktor daB sie 

• - 0 -r* ist dadurch gekennzeicnnet, 
konjugxert xst Fahig keit hat, 

^ Mittel -^al^das des 
entweder per se oder als *e _ 
^einsSure-^- i. ^ ^ ^ una 

- dla zexxe - 

g aK=nnze*chne t . « toS ^° SOm °"l ^ d az bzw. 
Ln Vzzus Oder eina ^^^f ^ ai e 
d ia per se ein jnteznaUsierunssfektor 

Zellen 1st. dadurch 
zus az»enserzung nach Anspruch X. dadu 

seKennzezcnne*. dan da, V^-r^Z, an erne 
L» ^-^-^^^^anTat und die 

aer Koroplex zusatzlxcn 
. ;^an^ len S— — * 
die Zellen enthalt. , = , n __ h 

gekennzeichnet, aa» af fine Substanz 

Lcht-kovalent an die Nuklexnsaure-af 
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gebunden ist. • 

6. Zusammensetzung nach Anspruch 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Bindung Uber eine Biotin- 
Streptavidin-BrUcke erfolgt. 

7. Zusammensetzung nach Anspruch 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Bindung ionisch erfolgt, 

8. Zusammensetzung nach Anspruch 3 , dadurch 
gekennzeichnet, daB das endosomolytische Mittel an 
die Nukleinsaure-af fine Substanz direkt fiber eine 
NukleinsSure-Bindungsdomane gebunden ist. 

9. Zusammensetzung nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB das endosomolytische Mittel 
ein Virus oder eine Viruskomponente ist. 

10. Zusammensetzung nach Anspruch 2 oder 9, dadurch 
gekennzeichnet, daB das endosomolytische Mittel 
ein Adenovirus ist. 

11. Zusammensetzung nach Anspruch 10, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Adenovirus eine Mutante 
ist. 

12. Zusammensetzung nach Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Adenovirus eine 
replikationsinkompetente Mutante ist. 

13. Zusammensetzung nach Anspruch 12, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Adenovirus eine oder 
mehrere Mutationen und/oder Deletionen in der E1A- 
Region aufweist. 

14. Zusammensetzung nach Anspruch 10, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Adenovirus inaktiviert 

ist. 

15. Zusammensetzung nach Anspruch 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Adenovirus durch 
kurzwelliges UV inaktiviert ist. 

16. \ Zusammensetzung nach Anspruch 14, dadurch 

gekennzeichnet, daB das Adenovirus durch 
UV/Psoralen inaktiviert ist. 

17. Zusammensetzung nach Anspruch 14, dadurch 
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18. 



19. 



20. 



21. 



u - daB das Adenovirus durch 
gekennzeichnet, daB aas 

Formaldehyd inaktiviert xst^ ^ 

Zusanunensetzung ^^.^Iponente aus einem 

^^VeTov^sproteinen besteht. 
od er »ehreren 2 ode r 9, dadurch 

- - - «- Picornavirus 

gegebenenfalls 3 , dadu rch 

Zusanunensetzung nach An * ^ tel 
gekennzeichnet daB d gs£a]ctor «r die 



22. 



— ae a*n ~ ~ sure -Ko» Pl e, 

aufler aen, exnen Intarn NuklelnsSu ra-a«ina 
zelle enthalt, der an erne 

3 eKannaaicnna*. *B ^ ^ ist . aas baw. 

-» «~ 03er ""ILasfaKtor for eine 



die kein in 




23. 



24. 



25. 



26. 



27. 



menschliche Zelle ist. dadur ch 

irr^'aas £ <* a,ne Spaa.aa ve— 
voa Manaahan infaktida iMt. 

^aaaaaaa^uns ^ Manama is*. 

seKannaaichna* ^ ^ ^ ^ daaurch 

Adenovirus ist. dad urch 

gekennzeichnet, aaB aa 

E^ryo Lethal Orphan Virus ist. 

Zusanuaensetzung nach Anspruch 21, da 



* 
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gekennzeichnet , daB das endosomolytische Mittel 
ein, gegebenenfalls modif iziertes, 
endosomolytisches virales Peptid ist. 

28. Zusanunensetzung nach Anspruch 27, dadurch 

m 

gekennzeichnet, daB das endosomolytische Peptid 
ein mfluenza-HSmagglutinin HA2-Peptid ist. 

29. Zusanunensetzung nach Anspruch 28, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid die Sequenz Gly- 
Leu-Phe-Glu-Ala-Ile-Ala-Gly-Phe-Ile-Glu-Asn-Gly- 
Trp-Glu-Gly-Met-Ile-Asp-Gly-Gly-Gly-Cys hat. 

30. Zusanunensetzung nach Anspruch 28, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid die Sequenz Gly- 
Leu-Phe-Gly-Ala-ne-Ala-Gly-Phe-Ile-Glu-Asn-Gly- 

Trp-Glu-Gly-Met-Ile-Asp-Gly-Gly-Gly-Cys hat. 

31. Zusanunensetzung nach Anspruch 21, dadurch 
gekennzeichnet, daB das endosomolytische Mittel 
ein nicht-virales, gegebenenfalls modif iziertes, 
natiirliches oder synthetisches Peptid ist. 

32. - Zusanunensetzung nach Anspruch 31, dadurch 

gekennzeichnet, daB das Peptid die Sequenz Gly 
Leu Phe Glu Ala lie Glu Gly Phe He Glu Asn Gly 
Trp Glu Gly Met He Asp Gly Gly Gly Cys aufweist. 

33. Zusanunensetzung nach Anspruch 31, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid ein Homo- oder 
Heterodimer des in Anspruch 32 definierten Peptids 

ist. 

34. Zusanunensetzung nach Anspruch 33, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid ein Homodimer ist. 

35. Zusanunensetzung nach Anspruch 33, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Peptid ein Heterodimer 
ist, das die Sequenz Gly Leu Phe Glu Ala He Glu 
Gly Phe He Glu Asn Gly Trp Glu Gly Leu Ala Glu 
Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly 
Gly Ser Cys aufweist. 

36. Zusanunensetzung nach Anspruch 31, dadurch 
gekennzeichnet, daS das Peptid die Sequenz Trp 
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37. 



38. 



39. 



40. 



41. 



Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu 
Glu Ala Ala Leu Ala Glu Al ^ ^ ^ 

s s - = « - -r^jr* 

gekennzeichnet, aaa ^ Wa 

^ Phe Gly Al. Leu Ma Glu U ^ ^ 

= s: = = £ - tir 

Bindungsaanane aufweist- 
Z usa»»ense«ung nach Anspruch 38 dadur 
gete nnzeichne1=. daB das Peptid exne 
OligolysinverlSngerung Qaauroh 

gekennzeichnet, daB der xnx 

Transferrin 1st. dadurch 

= r r i— — 

ein Ligand fur T-Zellen xst. 
ein Ligand fur B-Zellen 1st. 

gekennzeichnet. daB der Ligand eln antt 
Umunglobulin 1st. aaaurch 

ein Ligand fur Hepatozyten 1st. 

. nn nach Anspruch 45. dadurch 
, susa^ensecrung nach An p ierungs£aktor 

, ^sa^nsersung nach Anspruch 46, dadurch 
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gekennzeichnet, dafi der Internalisierungsfaktor 
ein Tetragalaktose-Polylysin 1st. 
* 48. Zusammensetzung nach Anspruch 3 oder 21, dadurch 

gekennzeichnet, daB der Internalisierungsfaktor 

? ein Lectin ist. 

49. Zusammensetzung nach Anspruch 3 oder 21 , dadurch 
gekennzeichnet, daB der Internalisierungsfaktor 
ein Low Density Lipoprotein ist. 

50. Komplex als Bestandteil einer Zusammensetzung nach 
einem der Anspriiche 3 bis 49, dadurch 
gekennzeichnet, daB er eine oder mehrere in der 
Zelle zu exprimierende Nukleinsauren, ein 
endosomolytisches Mittel, das von sich aus eine 
Nukleinsaure-BindungsdomSne aufweist oder an eine 
NukleinsSure-af fine Substanz gebunden ist, und 
gegebenenf alls auBerdem einen 

Internalisierungsfaktor, der an eine Nukleins&ure- 
affine Substanz gebunden ist, enth&lt. 

51. Komplex nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, 
daB er eine therapeutisch aktive Nukleins&ure 
enthSlt. 

52. Komplex nach Anspruch 51, dadurch gekennzeichnet, 
daB die NukleinsSure aus einem oder mehreren 
gentherapeutisch wirksamen DNA-Molekttlen besteht. 

53. Komplex nach Anspruch 52, dadurch gekennzeichnet, 
daB die DNA-Molekule f iir Zytokine kodieren . 

54. Komplex nach Anspruch 51, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nukleinsaure eine Nukleotidsequenz 
enthSlt, von der RNA-Molekiile transkribiert 
werden, die spezifisch Zellf unktionen inhibieren. 

55. Komplex nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nukleinsaure-af f ine Substanz ein 
organisches Polykation ist. 

56. Komplex nach Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet, 
daB Polykation Polylysin ist. 

57. Komplex nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, 
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58. 



59. 



60. 



61. 



crhe Mittel und der 
dafl das endosomolytxsche mx dieselbe 

^ainsaure-affxne Subst. g^ 2eichnBt . 
Komole* nach Anspruch 57, oaou v 
rjdas endoscope dd 
intemalisierungsfaktor an Polylysxn g 

Sind * k Ansnruch 58, dadurch gekennzeichnet, 

Komplex nach Anspruch 5 ^ 
daB er auBerdem nxcht-kovaiem: g 

a££i nen aaaurch geKennzeichnet. 

Konjugat nach Mspruch t> , an elne 

daB das endoson«,lytische Mittel kova 

nach *nsp~tf ^60 dadu „ 
daB das endosomolytische mix , ist . 

-e^^-^-^ ^chnat. 
rr^U^T- B^epta^n- 

^ar^-Ptuch «. — * 
' " ^ ■CCr rXcn g— chnet. 

• r r xss- ~~ - — - 

— VirUSk T^rucn S 6 5 . dadurch gehennzeichnet. 

66 . Konjugat nach ^ ein Ad enovirus 
daB das endosomolytische miv 

67 . K^ugat nach ^ch «. dadurch ge.ann.eichnet. 
dan das Adenovirus ^nnseichnet. 

68 . Konjuga* nach -^^^ J^petente 
daB das Adenovirus eine repxi 



62. 



64 



ERSATZBLATT 



WO 93/07283 PCT/EP92/02234 

205 



Mutante 1st. 

69. Konjugat nach Anspruch 68 , dadurch gekennzeichnet, 
daB das Adenovirus eine oder mehr Mutationen 
und/oder Deletionen in der ElA-Region aufweist. 

70. Konjugat nach Anspruch 66, dadurch gekennzeichnet , 
daB das Adenovirus inaktiviert ist. 

71. Konjugat nach Anspruch 70, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Adenovirus durch kurzwelliges UV 
inaktiviert ist. 

72. Konjugat nach Anspruch 70, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Adenovirus durch UV/Psoralen inaktiviert 



73. Konjugat nach Anspruch 70, dadurch gekennzeichnet, 
daB Adenovirus durch Formaldehyd inaktiviert ist. 

74. Konjugat nach Anspruch 65, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Viruskomponente aus einem oder mehreren 
Adenovirusproteinen besteht. 

75. Konjugat nach Anspruch 65, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Virus ein Picornavirus ist. 

76. Konjugat nach Anspruch 75 , dadurch gekennzeichnet, 
daB das Virus ein, gegebenenfalls inaktiviertes , 

Rhinovirus ist. 

77. Konjugat nach Anspruch 60, dadurch gekennzeichnet, 
daB das endosomolytische Mittel nicht per se ein 
Internalisierungsfaktor fur die zu transf izierende 

Zelle ist. 

78. Konjugat nach Anspruch 77, dadurch gekennzeichnet, 
daB das endosomolytische Mittel ein Virus oder 
eine Viruskomponente ist, das bzw. die kein 
Internalisierungsfaktor fur eine humane Zelle ist, 

79. Konjugat nach Anspruch 78, dadurch gekennzeichnet, 
daB das endosomolytische Mittel ein Virus ist, das 
fttr eine Spezies verschieden vom Menschen 

infektiSs ist. 

80. Konjugat nach Anspruch 79, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Virus ein Adenovirus ist. 
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81. 



82. 



83. 



84. 



85. 



90. 



91. 



R0 dadurch gekennzexchnet, 
Koniugat nach Anspruch 80, aaau s 
Kon3 9 M ein vogeladenovxrus 1st. 

daB das Adenovxrus ein 9 geken nzeichnet, 

Konjugat nach An^uc* 81^ Lethal orphan 

dafl das Adenovirus das u. 

Virus ist. dadurch gekennzeichnet, 

Konjugat nach "^ 7 ^ el ein geg ehenenfalls 

daB das ^ OSOm ° lytlSC ^ ches vira les Peptid 
m odifiziertes endosomolytxsches 

ist * _w S3 dadurch gekennzeichnet, 

Ko^ugat nach ^ eln In£ luense- 

aaB das endosomolytische repri 

H^gglutinin H^"* iS ^ flurch geten „seichnet, 
K^ugat nach Anspruch 84. « 

aaB das Peptid ^Lly-Trp-Glu-Gly-Ket- 
Ile-Ala-Gly-Phe-He-Glu-Asn ory 

Konjugat nach Anspruch 8*. da ^ 
aaB das Peptid die Seguenz Gl, L 
Ue-Ala-Gly-Phe-He-Glu-Asn-Gly Trp 

ne-Aep-Giy-Giy-Giy-cys net ieichnet , 

. Konjugat nach Anspruch 77 **« B nicht . vlrales , 
daB das andcscmolytische Mittel ein nl 
gegetenenfalls mcdifiriartes naturlrches 

synthetisches Peptid ist. geltennM ichnet, 
. Konjugat nach Anspruch 87. da ^ 
aaB das Peptid die Seguenz Gly Leu P 
lie Glu Gly Phe He Glu Asn Gly Trp Glu Gly 

- Asp Gly -^87?^ gewennseichnet. 
• r"nTo»- Oder Hetercdi^er des in 

br definierten Peptids xst. 
Anspruch 88 dadurch geke nn Z eichnet, 

Konjugat nach Ansprucn o*, 
aaB das Peptid ein Ho»odi»er ist 

Konjugat -* ^^J^ 1st. das die 
aaB das Pepti ^ Ala Ile Glu Gly Phe lie 
Sequenz Gxy ^ jeu 
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Glu Asn Gly Trp Glu Gly Leu Ala Glu Ala Leu Ala 
Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala Ala Gly Gly Ser Cys 
aufweist. 

92. Konjugat nach Anspruch 87 , dadurch gekennzeichnet , 
P daB das Peptid die Sequenz Trp Glu Ala Ala Leu 

Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu His Leu 
Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu Ala 
Ala Gly Gly Ser Cys aufweist. 

93. Konjugat nach Anspruch 87 , dadurch gekennzeichnet, 
daB das Peptid die Sequenz Gly Leu Phe Gly Ala 
Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu His 
Leu Ala Glu Ala Leu Ala Glu Ala Leu Glu Ala Leu 
Ala Ala Gly Gly Ser Cys aufweist. 

94. Konjugat nach Anspruch 87, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Peptid eine Nukleinsaure-BindungsdomSne 
aufweist. 

95. Konjugat nach Anspruch 94, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Peptid eine OligolysinverlSngerung 
aufweist. 

96. Endosomolytisches Peptid, geeignet als Bestandteil 
der Zusammensetzung nach Anspruch 38, dadurch 
gekennzeichnet, daB es eine endosomolytische 
Domane und eine Nukleinsaure-Bindungsdomane hat. 

97. Peptid nach Anspruch 96, dadurch gekennzeichnet, 
daB die NukleinsSure-BindungsdomSne eine 
OligolysinverlSngerung ist. 

98. Verfahren zur Herstellung eines Konjugats nach 
Anspruch 61, dadurch gekennzeichnet, daB ein Virus 
oder ein (poly )peptidisches endosomolytisches 
Mittel und ein Polyamin enzymatisch in Gegenwart 
einer Transglutaminase gekoppelt werden. 

99. Verfahren zur Herstellung eines Konjugats nach 
Anspruch 61, dadurch gekennzeichnet, daB ein Virus 
oder ein (poly )peptidisches endosomolytisches 
Mittel und ein Polyamin chemisch gekoppelt werden. 

100. Verfahren zur Herstellung eines Konjugats nach 



ERSATZB LATT 



PCT/EP92/02234 

WO 93/07283 

208 

h 62 dadurch gekennzeichnet, daB ein Virus 
Anspruch 62, dacurcn B ±ot±n modifiziert 

eine Viruskomponente mit Bxotxn m 
Oder einev roodif izier te Virus oder die 

101 . Verfahxen - » ^ 9 f ellen , aadurch 
hohere eurkaryotiscne ^ 

t t ,,.„ d i e zellen nut emer 
gekennzeichnet, daB dxe * x bis 49 

na rh einem der Ansprucne a 
Zusammensetzung nacn emen 

behandelt werden. 

verf^en na=h Anspru^ zellen sind . 

gekennseichnet. daB die 

gekennzeichnet:. daB die 
X0.. ver^en nee* ^ ^ sina . 

gekennzeichnet, daB aie * 

107 . ve^» nacn J^S-i-. «- 

gekennzeichnet, daB aie 



108 Verfahren nach Anspruch 107, dadurch 

108. ven« zellen Atemwegszellen 
gekennzeichnet, daB die *ex 

Sind * ach einem der Anspriiche 101 bis 108, 

109. Verfahren nach einem Nuk ieins a ure in 
dadurch gekennzeichnet ^ apeu tisch wirksam ist. 

- un d ««- 

110. verfahren nach der len mit der 
gekennzeichnet daB die ^ ^ ^ ^ 

Zusammensetzung ex vivu terende 

„*o-r mehrere immunmodulierenue 
die DNA fiir erne oder menre 
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dadurch gekennzeichnet, daB man die Zellen mit 
einer Zusammensetzung gemaB Anspruch 1 behandelt, . 

* wobei die NukleinsSure eine DNA-Sequenz enthalt, 

die fur das gewiinschte Protein kodiert, die Zellen 

* unter Bedingungen, die fiir die Expression des 

Proteins geeignet sind, kultiviert und das Protein 
isoliert. 

112. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend eine 
Zusammensetzung nach einem der Anspriiche 1 bis 49 , 
enthaltend eine therapeutisch aktive NukleinsSure 
und einen pharmazeutisch annehmbaren TrSger. 

113. Transfektionskit, enthaltend eine Tragereinheit , 
in der sich zwei oder mehrere Behaiter bef indent 
wobei ein erster. Behaiter eine Nukleinsaure-af fine 
Substanz enthalt, die gegebenenf alls an einen 
Internalisierungsf aktor fur eine hShere 
eukaryotische Zelle gekoppelt ist und ein zweiter 
Behaiter ein Mittel enthalt, das die FShigkeit 
hat, per se in hohere eukaryotische Zellen 
einzudringen und den Inhalt von Endosomen ins 
Zytoplasma freizusetzen. 

114. Trans fektionskit, enthaltend eine TrSgereinheit , 
in der sich zwei oder mehrere Behaiter befinden, 
wobei ein erster Behalter eine Nukleinsaure-af f ine 
Substanz enthalt, die gegebenenf alls an einen 
Internalisierungsfaktor fur eine hehere 
eukaryotische Zelle gekoppelt ist und ein zweiter 
Behalter eine Nukleinsaure-af fine Substanz 

. enthalt, die gekoppelt ist an ein Mittel mit der 
Fahigkeit, als Bestandteil eines 
. Nukleinsaurekomplexes in htthere eukaryotische 
« Zellen einzudringen und den Inhalt von Endosomen 

ins Zytoplasma freizusetzen. 

115. Transfektionskit nach Anspruch 114, dadurch 
gekennzeichnet , daB er in einem ersten Behalter 
Transglutaminase-gekoppeltes Adenovirus-Polylysin- 
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Konjugat enthalt. n Tr a g ereinheit, 

U6. Transfektionsfcit, -thaltend linden, 
m der slch zwei oder mehrere flifiziert 



in der sicn ^ — Bio tin-modifi Z iertes 
wobei ein erster Beh^ r e Belter 

eine streptavidin-modxfxzierx 

Substanz enthalt. da durch 

117 . 

Streptavidin-Polylysin enthalt. 
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FIG. 2 
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FIG . 5 A 
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FIG. 33 B 
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